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La  palabra  cáncer  se  emplea  para  definir  una  enfemedad  en  la  cuál  células 
anormales se dividen sin control y pueden  invadir otros tejidos. El cáncer no es 
una única enfermedad,  sino que abarca una gran diversidad de enfermedades 
que  pueden  presentarse  en  cualquier  sistema  de  órganos.  En  medicina,  el 
término  cáncer  se  utiliza  para  identificar  una  entidad  clínica  y 
anatomopatológica  de  carácter  maligno  que  afecta  a  un  paciente,  cuyas 
características histopatológicas son la alteración morfológica y funcional seguida 
de  la  proliferación  descontrolada  de  las  células  de  un  tejido  que  invaden, 
desplazan  y  destruyen,  localmente  y  a  distancia,  otros  tejidos  sanos  del 
organismo, proceso que ocurre en una escala  temporal de meses o  años.  Los 
tumores son masas celulares formadas por clones de células que han perdido los 
controles  que  regulan  su  multiplicación  celular,  y  se  dividen  según  su 




tienen  propiedades  invasivas  y  de  propagación:  es  decir,  invaden  tejidos 
adyacentes y establecen áreas de proliferación  lejos de su  lugar de origen. Los 
tumores  malignos  se  clasifican  según  la  procedencia  de  la  célula  originaria 
transformada,  en  dos  tipos  según  su  origen:  tumores  epiteliales  y 
mesenquimales.  Los  tumores  epiteliales,  tanto  de  origen  ectodérmico  como 
endodérmico,  son  los  carcinomas.  Son  cánceres  que  surgen  en  láminas  de 
epitelios que recubren superficies. Por otro lado, se encuentran los sarcomas, las 
leucemias  y  los  linfomas,  que  son  tumores  de  estirpe  mesenquimal.  Los 
sarcomas son tumores sólidos, y las leucemias y los linfomas se incluyen dentro 
de los tumores hematopoyéticos.  
Los  efectos  del  cáncer  conforman  un  conjunto  de  signos  y  síntomas  de 
pronóstico y  tratamiento diferentes, que depende de  la  localización anatómica 
en  la  que  se  encuentre  y  del  tipo  celular  o  histológico  del  que  proceda, 
principalmente.  Tras  un  cuarto  de  siglo  de  rápidos  avances,  la  investigación 
sobre  el  cáncer  ha  generado  un  complejo  conjunto  de  conocimientos  que 
revelan que estamos ante una enfermedad que implica cambios dinámicos en el 





de  función  recesiva  de  genes  supresores  de  tumores  [1,  2].  Ambos  tipos  de 
genes  han  sido  identificados  a  través  de  sus  alteraciones  tanto  en  células 
cancerígenas humanas como animales y mediante su implicación en el fenotipo 
tumoral  de  modelos  experimentales  [3].  El  proceso  canceroso,  llamado 
tumorogénesis, es un proceso que incluye múltiples etapas durante las cuales se 
acumulan varias alteraciones genéticas y epigéneticas en el DNA para producir 
un  fenotipo maligno  completo.  Es  un  proceso  clonal  que  se  origina  en  una 
primera y única célula que, por una o varias mutaciones  iniciales, escapa a  los 
controles  normales  de  proliferación  y  diferenciación,  lo  que  le  confiere  una 
ventaja  en  su  crecimiento  sobre  las  demás  células.  Los  cambios  genéticos 
incluyen mutaciones o deleciones puntuales, amplificaciones y  translocaciones 
cromosómicas.  Sin  embargo,  las  alteraciones  epigenéticas  incluyen  tres  tipos 
diferentes  de  cambios:  metilación  del  DNA,  modificaciones  de  histonas  y 
cambios en el imprinting genético [4]. La hipótesis más aceptada sobre el origen 
del  cáncer  se  basa  en  que  las  células  cancerígenas  adquieren  diversas 
propiedades durante el desarrollo, tales como: independencia de los factores de 
crecimiento, insensibilidad a señales inhibidoras del crecimiento, inhibición de la 
apoptosis,  potencial  de  replicación  ilimitado,  estimulación  de  la  angiogénesis, 
capacidad  de  invadir  tejidos  y metastasis  [3].  En  años  recientes,  gracias  a  los 
avances en  los estudios sobre el cáncer y  los conceptos adquiridos , se ha visto 
que  la  reprogramación  del metabolismo  energético  y  el  evadir  la  destrucción 
inmunitaria,  son dos características que  también  son de potencial  importancia 
[5].  Independientemente  de  la  causa  inicial,  para  que  una  célula  normal  se 
convierta  en  cancerosa  y  transmita  a  sus  descendientes  las  características 
tumorales,  el  cambio  tiene que  estar marcado de  algún modo  en  su material 
genético.  Esto  implica  que,  si  bien  los  agentes  desencadenantes  de  cáncer 
pueden  ser múltiples,  todos  ellos  actúan  sobre  un  sustrato  genético  común 
dentro de  la célula. De esta manera, está ampliamente aceptado que el cáncer 
es  una  enfermedad  genética  y  clonal  que  se  inicia  en  una  única  célula  cuya 
descendencia da lugar al tumor.  
En  la actualidad, se han obtenido numerosos avances en  investigación sobre el 
cáncer,  debido  a  que  las  aproximaciones  experimentales  utilizadas  a  nivel 
técnico  son  innovadoras,  ya  que  las  tecnologías  han  evolucionado de manera 










Aunque  la  patología  neoplásica  más  frecuente  a  nivel  hepático  son  las 
metástasis  de  tumores  primarios  de  otro  origen,  los  tumores  hepáticos 
primarios  representan  una  de  las  neoplasis  malignas  más  comunes  a  nivel 
mundial. Aproximadamente la mitad de los tumores considerados hepáticos son 
de vesícula biliar, un tercio se sitúan en las vías biliares intra y extrahepáticas y el 











Tumores  mesenquimales  benignos  o  lesiones  pseudotumorales:  hamartona 
mesenquimal,  hemangioma,  hemangioendotelioma  infantil,  lingangiomatosis, 
lipoma, leionioma, fibroma, pseudotumor inflamatorio, mixoma. 
Tumores de tejido heterotópico o de origen incierto: tumor de restos adrenales, 
feocromocitoma,  tumor  de  restos  pancreáticos,  carcinoides,  tumor  sinusoidal 
neuroendocrino  infantil,  teratoma,  tumor  trofoblástico maligno,  tumor mixto 
heptatico maligno 
Tumores epiteliales malignos primarios
Variantes  de  carcinoma  hetapotelular:  juvenil,  fibrolamelar,  combinado,  de 
















El  carcinoma  hepatocelular  es  un  tumor  muy  frecuente  en  países  asiáticos, 
donde las infecciones por virus hepatotropos y otros agentes cancerígenos para 
el  hígado  son más  frecuentes.  El  carcinoma  hepatocelular  es  de  presentación 
universal, pero  la  incidencia  tiene variaciones geográficas  [6]. Son  regiones de 
alta incidencia geográfica (entre 15 y 100 casos por 100.000 habitantes y año) el 
extremo oriente  y el África  subsahariana. Son  regiones de mediana  incidencia 
(entre  5  y  10  casos  por  100.000  habitantes  y  año)  los  países  del  área 
mediterránea. Son regiones de baja incidencia (menos de 3‐5 casos por 100.000 
habitantes)  el  norte  de  Europa,  Australia  y  América.  Estas  variaciones 
geográficas  van  en  paralelo  a  factores  raciales  o  genéticos  y  a  factores 
ambientales. En aquellos países cuya incidencia va ligada al virus de la hepatitis 








































la  tensina y  la  fosfatasa; TGF‐,  factor de crecimiento  transformante ; EGFR  family, 




















5  años.  En  los  tumores  irresecables  que  se  tratan  con  técnicas  locales  la 














Las  estimaciones  de  la  Sociedad  Americana  contra  el  Cáncer  para  el  cáncer 
primario  de  hígado  y  cáncer  del  conducto  biliar  intrahepático  en  los  Estados 
Unidos para el 2015 son: 
 





La  Sociedad  Americana  contra  el  Cáncer  también  ha  repordado  que  el 
porcentaje de estadounidenses que padecen cáncer de hígado ha aumentando 








El  cáncer de hígado  se ve  con más  frecuencia en hombres que en mujeres. El 






tipo más  común de  cáncer. Más de 700,000 personas  son diagnosticadas  con 
este cáncer cada año en el mundo. Además, el cáncer de hígado es una causa 




Podria  considerarse que  la patología hepática  crónica es el principal  factor de 
riesgo para el desarrollo de un carcinoma hepatocelular. Aunque también se han 
visto casos de hepatocarcinoma en pacientes sin factores de riesgo predictivos. 





Existe  una  significante  variación  en  la  incidencia  del  carcinoma  hepatocelular 
entre grupos étnicos dentro del mismo país, las diferencias se explican en parte 








La  edad  avanzada  es  un  factor  de  riesgo muy  observado  en  el  desarrollo  del 
cáncer hepático, al  igual que en otros tipos de cáncer. La edad al momento del 
diagnóstivo depende de los perfiles de la población y de los factores de riesgo. 
Pacientes  de  zonas  de  alta  incidencia  en  cáncer  hepático  tienden  a  ser más 























Existen  varios  estudios  que  han mostrado  asociación  entre  los  portadores  de 
virus  de  la  hepatitis  B  y  un  aumento  en  la  incidencia  de  cáncer  hepático. 
Millones de personas están infectas por en HBV alrededor del mundo, y en más 
del 50% de  los  casos  representa  el  factor de  riesgo  global determinante  [17]. 
Otro factor predisponente para desarrollar hepatocarcinoma es la infección por 
virus de  la hepatitis C  (HCV). Según  la Organización Mundial de  la Salud  (OMS) 
entre 130 y 150 millones de personas están infectadas por HCV en el mundo; la 
















maíz,  trigo o arroz, particularmente en países en desarrollo  y países  con altas 
tasas de incidencia en HBV, como China, África Subsahariana, y el sureste de Ásia 
[19, 20], donde se encuentran tierras ricas en humedad y temperatura. Tras los 


















































Como  bien  se  sabe,  el  cáncer  es  una  enfermedad  del  DNA  inherente  a  la 
acumulación  de  alteraciones  genéticas  y más  específicamente  de  genes  que 
controlan el ciclo y  la proliferación celular, así como  la regulación de  la muerte 
celular.  La  gran mayoría  de  las  alteraciones  genéticas  son  comunes  entre  los 
diferentes  tipos  de  tumores,  sin  embargo,  la  asociación  de  alteraciones 
genéticas recurrentes son muy específicas de cada tipo tumoral [24]. 
Los  nódulos  cirróticos  displásicos,  son  considerados  como  precursores  del 




asociado  con  la  cirrosis y más del 90% de  los  tumores  son encontrados en un 
cuadro de hepatitis crónica o con antecedentes de cirrosis [21, 22, 27]. 
Como  se ha mencionado  anteriormente, existen  varios  factores de  riesgo que 




el  90%  de  los  casos  de  HCC  al  menos  uno  de  los  factores  de  riesgo  es 






en  mujeres  jóvenes  que  tuvieron  tratamientos  de  anticoncepción  oral  en 
periodos de más de tres años [27].   
La hepatocarcinogénesis está asociada con alteraciones genéticas y epigenéticas 
que eventualmente  llevan a un  crecimiento descontrolado de  los hepatocitos. 
Rutas de señalización, oncogenes, factores de crecimiento y sus receptores son 
consideradas nuevas dianas  terapéuticas potenciales en  las  terapias sistémicas 
dirigidas,  limitando  la  extensión  de  la  toxicidad  sistémica  [28].  En  el  cáncer 





Algunos  estudios  han  mostrado  que  los  nódulos  displásicos  tempranos 
presentan  un  genoma  relativamente  uniforme  con  pequeñas  variaciones 
genéticas,  comparado  con  los  tumores  avanzados  en  los  cuales  existe  una 
extensa heterogeneidad molecular e inestabilidad genómica [30‐32]. 
Ocurren dos importantes eventos oncogénicos durante la hepatocarcinogénesis. 




La  progresiva  adquisición  de  alteraciones  genéticas  en  estados  tardíos  de  la 












una  activación  de  la  señalización  de  IGF  y  a  la  progresión  del  carcinoma 
hepatocelular.  La  activación  de  IGF  también  se  mostró  en  pacientes  con 
carcinoma  hepatocelular  cuyos  tumores  también mostraron  tener  asociación 
con la señalización de mTOR [36]. 
Análisis  llevados a  cabo en  casos  tempranos y avanzados de hepatocarcinoma 
revelaron que 48 genes  estaban mutados en casos avanzados de la enfermedad, 
y este conjunto  fue enriquecido con genes de  la vía WNT‐‐catenina  [37]. Esta 
regulación  anormal  además  llevó  al  enriquecimiento  del  EGFR  (receptor  del 
factor de crecimiento epidérmico), TGF y la via de Hippo. 
Alteraciones  centrales  en  la  formación  del  arcinoma  hepatocelular  incluyen 







Algunos  estudios  han  hecho  énfasis  en  la  importancia  de  mutaciones  que 
afectan a los factores modificadores de la cromatina, específicamente miembros 












un  factor  de  transcipción  multifuncional  involucrado  en  el  control  del  ciclo 




transcrición,  replicación  del  DNA,  reparación  del  DNA  y mantenimiento  de  la 
estabilidad genómica. En cáncer de hígado la mutación especifica R249s en TP53 
se encuentra en el 50% de  los  tumores en población expuesta a aflatoxina B1 







La  ‐catenina  es  el  homologo  vertebrado  de  armadillo  en  Drosophila 
Melanogaster. Tiene una función doble, en la adhesión en la vía de Wnt. Además 





complejo  GSK3/APC/axina.  Como  consecuencia  de  estas  mutaciones,  los 
niveles de ‐catenina se elevan en el citoplasma y en los núcleos de la activación 










supresor de  tumores RB1 que  funciona  en  el desarrollo de  la división  celular, 
diferenciación y apoptosis en casi todos los tipos celulares.  
El gen p16INK4  codifica para dos diferente proteínas CDKN2 y ARF implicadas en 
la  apoptosis  dependiente  de  p53.  Estas  dos  proteínas  funcionan  como 
supresores de  tumores  en  la  vía de  retinoblastoma  [53].  En diversos  estudios 
realizados se encontró una pérdida en  la heterocigocidad en el brazo corto del 
cromosoma  9,  en  la  región  de  p16INK4  ,  en más  del  20%  de  casos  en  cáncer 








La  infección  por  HBV  puede  promover  una  carcinogénesis  por  varios 
mecanismos.  La  integración  del  DNA  viral  en  el  genoma  del  huésped  induce 
inestabilidad cromosómica [55]. Se han descrito mutaciones insercionales en las 
que la integración del HBV en sitios específicos activa genes endógenos como el 
‐receptor  del  ácido  retinóico,  ciclina  A  y mevalonato  kinasa  [56‐58].  Se  han 
encontrado varios genes alterados por una  integración del HBV en  tumores,  lo 
que  sugiere  que  la  integración  viral  en  la  región  de  genes  que  controlan  la 
proliferación  celular,  viabilidad  y diferenciación,  son un mecanismo que  se ha 
visto  frecuentemente  involuctado en  la hepatocarcinogénesis por HBV  [59‐61]. 
Por  último  un mecanismo  de  carcinogénesis  relacionado  con  la  infección  por 
HBV está basado en la expresión de proteínas virales, como HBX, lo cual permite 
modular la proliferación y viabilidad celular [62, 63]. Se ha visto que HBX se une 






Los  análisis  genómicos  sugieren  que  el  cáncer  primario  de  hígado  deber  se 
considerado  como  una  continuidad  de  neoplasias  superpuestas,  y  no  como 
hechos  aislados  uno  de  otro.  El  alcance  de  este  concepto  depende  en  gran 
medida del fondo etiológico subyacente, la composición del ambiente previo a la 


























grasa  no  asociada  al  consumo  de  alcohol  (NAFLD)  y  la  cirrosis  son  algunos  de  los 
iniciadores clave del carcinoma hepatocelula (HCC) y el colangiocarcinona (CCA). Aunque 
existen tumores hepáticos que se presentan enla adolescencia como el hepatoblastoma y 
el  carcinoma  hepatocelular  fibrolamelar  (FLC),  así  como  adenomas  hepáticos  benignos 
(HCAs), se desarrollan en hígados nó cirróticos. Las variaciones genéticas más tempranas 















Figura  3.  Evolución  secuencial  del  PLC.  La  etapa  final  común  de  la  mayoría  de  las 
enfermedades crónicas del hígado es el desarrollo de la cirrosis hepática. Por lo tanto, el 
microambiente  hepatico  alterado  inducido  por  cirrosis  de  manera  crónica,  podría 




por  la  ocurrencia  de  etapas  distintas  morfológicamente:  nódulos  displásicos,  HCC 
tempran y HCC avanzado. De manera simultanea con la progresión de la enfermedad, se 
observa un aumento en  la neovascularización que  se  refleja en el patrón hipervascular 
típica  (en  la  figura, en el panel  inferior; venas  se  representan en azul, y  las arterias  se 
representan  en  rojo).  Para  el  colangiocarcinoma  intrahepático  (ICCA),  la  evolución 
secuencial y  las características  fenotípicas subyacentes no son bien conocidas. Aún está 
por  dilucidarse  la  caracterización  detallada  de  los  eventos  moleculares  crónicos  que 
producen  daño  en  el  hígado  y  en  el  desarrollo  y  la  progresión  de  PLCs,  así  como  la 
estratificación  del  riesgo  molecular  de  las  lesiones  pre‐malignas  para  así  poder 
complementar  la  clasificación  histológica.  No  obstante,  ha  sido  identificada  la 
superposición de varias vías moleculares que están estrechamente vinculadas tanto a  la 
iniciación como a  la progresión del cáncer de hígado (se muestra en negrita en  la parte 
superior  del  panel).  Éstas  incluyen  el  factor‐β  de  crecimiento  transformante  (TGF),  las  
vías  de WNT  y  la  telomerasa  transcriptasa  inversa  (TER).  EGFR,  receptor  del  factor  de 
crecimiento epidérmico;  EMT,  la  transición epitelio‐mesenquimal;  IL‐6,  interleuquina‐6; 
NF‐,  factor nuclear ; NO, óxido nítrico; PDGFR,  receptor del  factor de  crecimiento 
derivado de plaquetas; ROS, especies  reactivas del oxígeno; SALL4, proteína 4  similar a 
Sal; STAT3, transductor de señales y activador de la transcipción 3; TNF factor de necrosis 









Dos de  las características más  importantes de  los hepatocitos maduros  son  su 
longevidad y su elevado potencial de regeneración, el cuál mantienen sin perder 
sus propiedades funcionales [66, 67]. Lo anterior sustenta la susceptibilidad que 




Las  vías  de  señalización  que  participan  activamente  en  el  cáncer  hepático 
derivado  de  hepatocitos  son  p53,  WNT‐‐catenina,  TGF,  el  factor  de 
crecimiento de hepatocitos  (HGF‐MET),  IGF e EGFR. Existen otras vías que  son 
antagonistas, controlando el tamaño del órgano, el estado de diferenciación y la 
plasticidad de los hepatocitos, como las rutas de Hippo‐YAP y la neurofibromina‐
2  (NF2)[69].  La  activación  de  activación  de  la  ruta  Hippo‐YAP  favorece  un 
sobrecrecimiento  en  el  tejido  hepático,  así  como  el  desarrollo  del  carcinoma 
hepatocelular,  a  través  de  la  regulación  de  programas  transcripcionales  clave 
mediados por YAP, como HNF4, JAG1, NOTCH, ‐catenina y E2F [70, 71]. 
Según  estudios  realizados,  los  hepatocitotos  responden  ante  el  daño  biliar 
crónico  y  agudo,  reprogramándose  como  células  del  epitelio  biliar  (BEC’s)  de 
manera dependiente de  la via de NOTCH  [72‐74]. De manera reciénte también 
ha  sido  descrito  que  los  hepatocitos  derivados  de  células  biliares  recién 
formados,  guardan  en memoria  su  origen  hepatocítico,  en  respuesta  al  daño 
excesivo, y vuelven a diferenciarse como hepatocitos cuando  la  lesión hepática 
ha  sido eliminada  [75].  Lo anterior  impica que aunque  los hepatocitos  sean  la 




2.4.2  El  origen  del  cáncer  hepático  a  través  de  células  stem  y 
progenitoras 
 
El  concepto de que  las células  stem hepáticas pueden dirigir  la  carcinogénesis 
hepatobiliar y que son la fuente de la iniciación del tumor ha sido ampliamente 
estudiado,  llevándose  a  cabo  experimentos  de  carcinogénesis  en  hígado  y  de 
daño hepático en modelos en animales. Se piensa que las células stem hepáticas 
residen  en  los  canales  de Hering,  que  son  las  ramificaciones más  distales  del 













de  rutas de desdiferenciación.  El desarrollo de  las  células  stem de hígado podría estar 
regulado  a  través  de  programas  que  comprometen  al  linaje  hepatobiliar  y  de  rutas 
oncogénicas  que  son  inducidas  por  cambios  genéticos  y  epigenéticos  mediante  la 
activación  de  vías  de  señalización.  La  aparición  y  la  dominancia  de  las  CSC  hepáticas 
pueden  reflejar  los  subtipos  moleculares  de  los  cánceres  de  hígado  vinculados  al 



































aspectos  del  sistema  inmunitario  innato,  e  incide  en  las  interacciones 
hospedero‐patógeno y el plegamiento de proteínas [80, 81]. La glicosilación es el 
proceso  de  formación  de  cadenas  de  oligosacáridos  como  los  glicanos,  este 
proceso ocurre en muchas proteínas ya  sea  solubles o unidas a  la membrana. 
Este  proceso  es  dirigido  por  enzimas  específicas  del  sitio.  Existen  dos  vías 
principales de glicosilación, denominadas N‐ligada y O‐ligada. La glicosilación de 
proteínas  alteradas  se  ha  relacionado  con diversas  patologías  como  el  cáncer 
[81].  Debe  sospecharse  la  existencia  de  un  hepatocarcinoma  en  cualquier 
paciente que presente una enfermedad hepática  subyacente, del  tipo  cirrosis, 
hepatitis  crónica  etc,  lo  cual  implica  un  aumento  en  la  cantidad  de  ‐
fetoproteína  (AFP). Normalmente mediante  técnicas de  imagen  se  confirma  la 







Los  síntomas más  comunes  en pacientes  con hepatocarcinoma  incluyen dolor 
adominal,  pérdida  de  peso,  astenia,  saciedad  precoz,  sensación  de  plenitud 
postprandial, anorexia, distensión abdominal, ictericia y vómitos. Otros síntomas 
pueden  deberse  a  la  existencia  de  mestástasis.  Sin  embargo  un  amplio 





Actualmente  existen  múltiples  sistemas  pronósticos  y  de  clasificación  de  los 
tumores hepáticos. Todos tienen en cuenta la gravedad de la patología hepática 
de base, el  tamaño del  tumor,  la extensión de  las estructuras adyacentes y  la 
presencia de metástasis a distancia. 
El  sistema  mas  ampliamente  utilizado  tanto  por  la  Unión  Internacional  del 
Control del Cáncer  (UICC, Union  for  International Cancer Control) como por el 
Comité  conjunto  de  Cáncer  en  América  (AJCC  American  Joint  Committee  on 
Cancer), es el conocido como Tamaño del tumor, Nódulos línfáticos invadidos  y 
metástasis  (TNM)  que  toma  en  cuenta  como  los  factores  pronósticos  más 
importantes para la presencia de la invasión vascular y el grado de fibrosis en el 
hígado subyacente (Tabla 6) [82].  
Los  tumores múltipes,  la  invasión vascular y  la extensión  linfática  son  factores 
pronósticos adversos. Los  tumores de gran  tamaño en  la mayoría de  los casos 
tienen  invasión  vascular  a  nivel  microscópico,  la  cual  solamente  puede  ser 
apreciada  tras  ser  resecado, por  lo que  su  clasificación no puede hacerse  sino 
hasta ese momento. 
Existen otras clasificaciones  igual de útiles en  función del cuadro clínico que el 
paciente  presenta,  la  clasificación  de  Okuda  en  el  caso  de  los  pacientes  con 
cirrosis resulta ser de más utilidad, que toma en cuenta la gravedad de la cirrosis 
y  tamaño  del  paciente  a  través  de  tres  parámetos:  ascitis,  albúmina  sérica  y 
niveles de bilirrubina. Sin embargo, esta clasificación no toma en consideración 
la existencia de  invasión  vascular ni  la presencia de mestástasis  (Tabla 7)  [83, 
84]. La clasificación más reciente desarrollada es  la  Italiana CLIP  (Programa del 
cáncer  Italiano  de  hígado). Que  combina  aspectos  relacionados  directamente 
con  el  tumor,  con  un  índice  de  gravedad  de  cirrosis,  generando  una  escala 
pronóstica de 0 a 6 (Tabla 8) [85] . 
La clasificación del Clínic de Barcelona (BCLC), consta de cuatros estadíos, y está 






























Estadio I  T1 N0 M0
Estadio II  T2 N0 M0
Estadio IIIA  T3 N0 M0
Estadio IIIB  T4 N0 M0
Estadio IIIC  Culaquier T N1 M0







































Nodulo  único  y  extensión  <50%  del 
parénquima hepático 
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quirúrgica.  Este  tratamiento  es  recomendado  para  aquellos  pacientes  con  un 
solo nódulo, que observan una buena función hepática y un buen estado general 











Se  se  compara  una  cirugía  abierta  con  la  hepatectomia  mediante  técnica 
laparoscópica, ésta última disminuye la pérdida de sangre en el paciente, por lo 
que  los  requerimientos de  transfusión y   cuidados postoperatorios posteriores 
son mínimos, así como  la disminución en el  tiempo de  recuperación e  ingreso 
hospitalario [89]. 








o  tratamiento  sistémico  [10].  De  manera  excepcional  se  puede  valorar  un 







fue  la  técnica PEI  (Inyección percutánea de etanol)  [90]. Las  técnicas ablativas 
utilizando  técnicas  físicas  como  la  temperatura  hasta  ahora  han  avanzado, 





Este  tratamiento está  indicado para eliminar  los nódulos del hepatocarcinoma 
[95], cuyo mecanismo de acción es la deshidratación citoplasmática que provoca 
una  necrosis  coagulativa,  con  una  posterior  reacción  fibrótica.  Destruye  de 
manera  directa  las  células  neoplásicas,  pero  también  las  células  sanas  de 





finalmente  a  una  isquemia  tumoral.  Se  requiere  un mínimo  de  3  inyecciones 
para obtener un resultado exitoso en el tratamiento [96] , con sus consiguientes 
complicaciones  que  ocurren  en  bajos  porcentajes  de  los  casos,  como 
hemorragias intraperitoneales, insuficiencia hepática, etc. La mayor parte de las 







Esta  técnica  es  superior  a  otras  terapias  ablativas,  y  es  el  método  más 
comúnmente  utilizado  reemplazando  a  la  PEI    como  la  terapia  localizada  de 
elección  para  el  carcinoma  hepático  temprano  [95].  La  técnica  consiste  en  la 
aplicación de energía térmica a alta frecuencia mediante un electrodo colocado 
directamente sobre  la  lesión. Los efectos adversos graves no se dan de manera 






La  crioablación  utiliza bajas  temperaturas  para destruir  los  tejidos  anormales, 
mediante  la utilización de nitrógeno  líquido o argón [97] directamente sobre el 
tumor,  consiguiendo  así  un  daño  celular  directo,  formando  cristales 
intracelulares  que  provocarán  una  deshidratación  y  una  ruptura  celular.  Las 
complicaciones  de  esta  técnica  empleada  en  la  terapia  contra  el  carcinoma 
hepático  pueden  ser  graves,  al  grado  de  que  el  paciente  debería  ser 
monitorizado  en  cuidados  intensivos  al  menos  las  24  horas  posteriores  al 
tratamiento. Tales complicaciones  incluyen:  ruptura hepática, hipotermina con 
arritmias  cardiacas,  fistula  biliar,  hemorrágia  intraperitoneal,  shock  criogénico 
absceso hepático, derrame pleural etc. Actualmente, y debido a  los numerosos 










sangre  mediante  la  embolización  con  partículas  o  la  administración  de 
quimioterápia directamente sobre el tumor [99], induciendo de esta manera una 
necrosis.  La  técnica  más  empleada  es  la  utilización  de  agentes 
quimioterapéuticos, además de un agente promotor de la coagulación dentro de 
la  arteria  hepática,  con  lo  que  así  es  posible  conseguir  una  mayor  eficacia 
antitumoral debido a  la oclusión simultánea de  la arteria hepática. Los efectos 















 No  existe  invasión  extrahepática  del  tumor  en  ganglios  linfáticos, 
pulmón, órganos abdominales y hueso. 
El  inconveniente de  la  técnica de  trasplante es el hecho de  la progresión de  la 
enfermedad  durante  el  tiempo  que  el  paciente  permanece  en  lade  lista  de 
espera, por  lo que  en  algunos  casos quizás  sería mejor  la utilización de otras 






Esta  terapia  no  se  ha  empleado  de manera  tradicional  en  el  tratamiento  del 
carcinoma hepatocelular, debido a que ésta se ha comportado como resistente a 
la  terapia  [101], ya que son múltiples  los genes  implicados en el desarrollo de 
dichas  resistencias.  También  la  diversidad  tan  heterogénea  de  pacientes  que 
presentan  la  enfermedad  ha  sido  uno  de  los  factores  más  importantes. 
Adicionalmente el  fondo de enfermedad hepática de base que manifiestan  los 










genético  y  epigenético,  dichas  alteraciones  conllevan  a  un  crecimiento 
















Puesto  que  existe  una  elevada  densidad  en  la  vascularización,  así  como  altos 
niveles  de  VEGF  en  cánceres  hepáticos,  los  fármacos  antiangiogénicos 
inhibidores  de  la  actividad  tirosina  quinasa,  sinitinib,  linfatinib  y  brivanib, 
también han sido utilizados en la terapia contra el carcinoma hepatocelular. Sin 
embargo  no  fueron  superiores  en  efectividad  al  compararse  con  aquellos 
pacientes  con  estadios  avanzados  de  hepatocarcinoma  que  solamente  fueron 
tratados  con  sorafenib,  o  como  una  terapia  de  segunda  línea  [107].  Esto 
probablemente ocurre por el hecho de que al inhibir una sola via de señalización 






Los  tumores  sólidos  contienen  regiones hipóxicas  con una  tensión de oxígeno 





funcional  como para que  la difusión del oxígeno  sea  la adecuada. Esto ocurre 
cuando  las  células  del  tumor  proliferan  rápidamente  y  los  nuevos  vasos  son 
estructural y funcionalmente anormales. Cuando la concentración de oxígeno es 
demasiado  baja  se  produce  la  muerte  celular  y  la  selección  de  las  células 
cancerosas.  En  estas  células  las  vías  apoptóticas  se  inactivan  y  las 





alejamos del vaso  sanguíneo,  la  concentración de O2 disminuye, el ambiente  se vuelve 




la glucosa,  la supervivencia y  la expansión del  tumor  [112]. La hipoxia confiere 
resistencia  a  tratamientos  de  radioterapia  y  quimioterapia  e  incrementa  la 





Algunos  factores  de  crecimiento  y  la hipoxia  son  claves para  la  regulación  de 
procesos  como  la  angiogénesis.  En  este proceso,  las  células del  tumor  envían 
señales que inician la formación de nuevos vasos sanguíneos. Estos nuevos vasos 
del  tumor muestran malformaciones  estructurales,  flujo  de  sangre  caótico  y 
regiones  locales  hipóxicas.  Existen  al menos  dos  factores  que  son  clave  para 
iniciar  este  proceso:  VEGF  y  Ang‐2.  El  VEGF  se  expresa  en  la mayoría  de  las 
células  y dirige  la  formación  de  los  nuevos  vasos  en  las  zonas  del  tumor  con 
tensión de oxígeno baja  [112]. La segunda molécula es Ang‐2, un  ligando cuyo 







regula  procesos  fundamentales  en  la  célula  en  respuesta  a  cambios  en  la 
concentración de oxígeno [114]. Forma un heterodímero con HIF‐1, subunidad 
que se expresa de forma constitutiva, y una de estas tres subunidades reguladas 
por oxígeno: HIF‐1, HIF‐2, HIF‐3.  La  activación del HIF  es un proceso que 





es sensible de una  forma directa a  las variaciones en  la  tensión de oxígeno,  la 
regulación de  la  respuesta  a hipoxia  está dirigida por  tanto, por una  clase de 
dioxigenasas,  la actividad de estos enzimas es estrictamente dependiente de  la 
tensión de oxígeno. Existen dos  tipos de  sensores al oxigeno que  controlan  la 




















Desde  que  el  fenómeno  de  la  resistencia  a  múltiples  fármacos  (MDR)    fue 
descubierta en 1970 por Biedler, este  fenómeno de  resistencia que  sufren  las 
células  cancerígenas  continúa  siendo  un  obstáculo  para  la  efectividad  de  la 
quimioterapia en los tumores sólidos [117, 118]. 
Los  mecanismos  precisos  de  MDR  en  cada  tumor  son  complejos,  implican  




y  la vascularidad anormal del  tumor,  representan    importantes  factores en  los 
mecanismos  de  resistencia  a  fármacos.  El  microambiente  tumoral    está 
fuertemente  definido  por  una  marcada  tasa  de  proliferación  celular  y  por 
regiones con hipoxia y acidez, todos estos factores pueden ejercer una profunda 
influencia en la sensibilidad del tumor a la quimioterapia [121, 122]. 






factores de  transcripción.  Los HIFs  están  involucrados  en  aspectos  clave de  la 





Los  HIFs  desempeñan  distintos  e  importantes  papeles  en  el  proceso  de 
tumorogénesis.  En  diferentes  estudios  se  ha  visto  que HIF‐1α  y HIF‐2α  están 
sobreexpresados en la mayoría de los cánceres humanos y sus metástasis [126, 
127].  De  manera  general,  la  expresión  de  HIF‐1α  y  HIF2α  está  fuertemente 
relacionada  con  un  fenotipo  tumoral  más  agresivo,  y  un  mal  pronóstico  de 









xenograft  disminuye  el  crecimiento  del  tumor, mientras  que  la  pérdida  de  la 
expresión de HIF‐2α se asoció con un avanzado estadio del tumor en cáncer de 
colon [131]. De manera opuesta, en estudios de cáncer renal se observó que la 
sobreexpresión  de  HIF‐2α  promovió  el  crecimiento  del  carcinoma  de  células 
renales en modelos xenograft, mientras que la sobreexpresión de HIF‐1α inhibió 
el  crecimiento  del  tumor  [132].  La  conclusión  más  importante  de  éstas 
observaciones se centra en definir el papel de  los HIFs como   promotores en  la 
progresión del  cáncer,  sin embargo  resulta difícil establecer el papel que cada 
uno  desempeña,  dado  que  las  dos  subunidades  α  pueden  tener  efectos 
opuestos en el crecimiento del tumor. La contribución de las subunidades α a la 






















Es  una  serie  de  eventos  que  culminan  en  la  muerte  de  la  célula  de  forma 
genéticamente  regulada.  Este  tipo  de muerte  celular  se  realiza  de  una  forma 
ordenada y silenciosa, y confiere ventajas al conjunto del organismo durante su 
ciclo vital. 
La  primera  forma  de  muerte  celular  regulada  o  programada  (PCD)  que  se 
caracterizó fue la apoptosis, que se describió en Caenorhabitis elegans a finales 





de  suicidio  celular.  Dependiendo  del  tipo  celular  y  del  tipo  de  estímulo  de 
muerte,  cuando  las  células  están  preparadas  para  morir  éstas  pueden 
seleccionar  entre  distintas  vías  de  muerte.  Estudios  morfológicos  sobre  el 
desarrollo  de  vertebrados  permitieron  en  1973  definir  tres  tipos  de muerte 
celular fisiológica: heterofagia, autofagia y muerte no lisosomal. Estos tres tipos 
pueden distinguirse en función de  la  localización y papel de  los  lisosomas [135, 
136]. La heterofagia corresponde a  lo que hoy conocemos como apoptosis. De 
manera  relativamente  reciente  además  de  la  apoptosis  como muerte  celular 






algo  que  se  desprende)  y  ptosis  (cadáver,  algo  inerte)[137].  Debido  a  su 
naturaleza  conservada  y  uniforme,  la  apoptosis  se  define  como  una  vía  de 
muerte celular regulada que implica la activación secuencial de las caspasas, una 
familia de proteasas, y que se controla tanto positiva como negativamente por 
proteínas  de  la  familia  BCL2.  La muerte  celular  apoptótica  se  caracteriza  por 
rasgos morfológicos distintivos, incluyendo la fragmentación nuclear, formación 
de  burbujas  en  la  membrana  y  la  formación  de  cuerpos  apoptóticos  [138], 
eventos  utilizados  para  identificar  la muerte  celular  apoptótica.  Dentro  de  la 
célula  en  apoptosis,  los  orgánulos  pueden  presentar  sutiles  alteraciones 
bioquímicas,  como  proteólisis  o  permeabilización  de  membranas  [139‐141]. 
Cada célula puede recibir señales de estrés y alteraciones patogénicas, iniciando 
de esta manera respuestas  locales o globales,  llevándola a  la adaptación o bien 
cuando un umbral de daño ha sido alcanzado, conllevan a la muerte celular.  La 
apoptosis  puede  ser  inducida  a  través  de  receptores  de  membrana  que 
estimulan  la  “vía  extrínseca”  o  bien  por  el  desequilibrio  en  la  homeostasis 
celular, “vía Intrínseca” [142]. Se ha descrito que factores como el daño al DNA  











manera más eficiente el proceso de apoptósis, o bien,  ser  sólo una de ellas  la 










c que  estimula  el  ensamblaje del  apoptosoma  en  el  citosol  y  la  activación de 
caspasas,  SMAC  (Second  mitochondria‐derived  activator  of  caspases)/DIABLO 
(direct  inhibitor of apoptosis  (IAP)‐binding protein with  low pI), AIF  (Apoptosis 
Inducing  Factor), el  cual activa una DNasa  localizada en el núcleo, entre otras 
[142].  Defectos  en  la  cadena  transportadora  de  electrones  pueden  inducir  la 





La  familia de  receptores  de muerte,  la  cual  incluye  al    receptor  del  factor  de 
necrosis tumoral (TNRF), Fas, DR3, TRAIL‐R1/2 (DR4/5) y DR6, pueden dar inicio 
a la activación de la ruta extrínseca llevando la célula hacia la apoptosis [144]. 
La  similitud  entre  los miembros de  esta  familia  se basa principalmente  en  las 
regiones  de  los  citoplasmáticas  de  los  receptores  de muerte  o  denominados 





caspasas.  La  unión  de  estas  caspasas  al  complejo  DISC  favorece  su 
autofragmentación y activación para dar paso al  inicio del proceso proteolítico 
masivo. La actividad proapoptótica del complejo DISC puede ser  inhibida por  la 












clasificado  como  una  forma  alternativa  de muerte  celular  programada.  Es  un 
proceso catalítico conservado a lo largo de la evolución, se encuentra implicado 
en  la  remodelación  tisular durante el desarrollo, y está considerada como una 
ruta  de  degradación  celular  implicada  en  la  eliminación  tanto  de  orgánulos 
subcelulares como de proteínas, dañados o superfluos. Este proceso también se 
utiliza como mecanismo de defensa frente a una  invasión viral y bacteriana. La 










lisosomales  una  vez  fusionados  los  autofagosomas  con  los  lisosomas. Aunque 
existen menos estudios dedicados a la investigación de este proceso de muerte 
celular, las investigaciones llevadas a cabo sobre la pérdida de función de genes 
han permitido  situarla  tanto  como un mecanismo de muerte  celular  como de 




ubiquitina  también  es  una  característica  de  la  ruta  apoptótica,  existiendo 
también  otras  similitudes  entre  ambos  procesos.  Se  han  descrito  grupos  de 
genes  conocidos  como  ATG  (autophagy–related),  conservados  en  organismos 
más simples como  las  levaduras hasta  los humanos, que están  implicados en  la 
superviviencia y en  la muerte celulares. El producto de uno de estos genes,  la 
beclina‐1 tiene un dominio BH3 por el que interacciona con la proteína Bcl‐2, lo 










El  último  tipo  de  muerte  celular  conocido  es  la  muerte  celular  necrótica  o 
necrosis.  Este  tipo  de muerte  puede  producirse  cuando  el  daño  es  letal  o  se 
produce de manera accidental. La necrosis es la muerte patológica de las células 
o tejidos del organismo, cuyo origen es una  lesión aguda,  irreversible, derivada 
de  una  situación  no  fisiológica  o  condición  patológica,  la  cuál  mediante 
mecanismos de adaptación ó de resistencia no puede ser reparada. La necrosis 







proceso  violento  ya  que  como  característica  morfológica,  se  presenta  un 
hinchamiento  celular  en  los  orgánulos  y  el  citoplasma,  se  deterioran  las 
estructuras celulares, y se paralizan funciones críticas para la vida. La pérdida de 
viabilidad se asocia a  la rotura de  la membrana plasmática con  la consecuente 
lisis  celular  y  liberación  al  exterior  del  contenido  citoplasmático  y  orgánulos 
[150]. 
Otro  tipo de muerte dentro del  término general de necrosis es  la necroptosis, 
que  se desarrolla en  similares  condiciones que  la necrosis pero de una  forma 
programada [134]. Este tipo de proceso ocurre cuando existe una  inhibición de 
las  caspasas  ó,  si  existe  una  mutación  en  los  genes  que  codifican  para  las 
caspasas o  en  los de otras proteínas  involucradas  en  la  ruta de  apoptosis.  La 
necroptosis puede  inducirse específicamente mediante  señales emitidas desde 
la membrana,  a  través  de  la  unión  de  los  receptores  de muerte  TNFR  a  su 
ligando , y está regulada por mecanismos de señalización intracelular a través de 
una cascada de quinasas. La proteína quinasa RIP‐1, que contiene el dominio de 
muerte  (DD)  [151,  152],  se  desplaza  a  la mitocondria  generando  en  ella  una 































El primer  compuesto ATL  fue  sintetizado  en  los  años 60,  como  análogo de  la 
lisofosfatidilcolina, ya que se buscaba la síntesis de compuestos que presentaran 
actividad inmunomoduladora en macrófagos [154]. 
Han  sido  descritas  otras  aplicaciones  de  los  ATLs,  como  su  actividad 
antiparasitaria y antiprotozoaria, mostrando una potente actividad    frente a  la 

































son  las posibles dianas que  los ATLs podrían  tener dentro de  la célula, y se ha 
determinado  que  todas  esas  dianas  se  encuentran  relacionadas  con  la 
membrana celular, en la síntesis de sus componentes estructurales, así como de 





Ha sido descrito que  los compuestos ATLs se acumulan  tanto en  la membrana 
plasmática  como  en  las  membranas  intracelulares.  Presentan  una  elevada 
capacidad de  inhibición en  la  síntesis de  fosfatidilcolina, afectando además    la 







apoptosis que éstos  compuestos  generan en  la  célula,  lo  anteriormente dicho 
está  sustentado  en  diversos  estudios  llevados  a  cabo,  en  donde  las 
observaciones han demostrado que análogos  fluorescentes de  la edelfosina se 
acumulan en este compartimento celular. Tambien se ha sugerido que  los ATLs 
inducen  estres  a  través  de  su  incorporación  a  las  membranas  del  RE  y  al 
desequilibrio en el calcio acumulado en su interior[159, 162]. 
Cuando el estrés generado se presenta de manera continuada,  la apoptosis es 





Diversos estudios han  sugerido que  los ATLs  inhiben  la  función de  la proteína 
quinasa C  (PKC).  Éstas proteínas  son  importantes puesto que participan  en  la 










la edelfosina  inhibe  la  liberación de  inositol‐1,4,5‐trifosfato [166] el cual  induce 
la liberación del calcio intracelular. 






capacidad  de  inactivar  AKT  [168],  ya  que  inhibe  la  asociación  de  ésta  a  la 
membrana plasmática,  lo  cual  es un  evento  clave para  su  fosforilación  en  los 
residuos Ser472 y Thr 308 [168, 169]. 
La edelfosina también puede activar otras rutas como la de MAPKs activando la 
via  de  SAPK/JNK,  tanto  en  tumores  solidos  como  hematológicos  [159,  170],  
activación que  se  lleva  a  cabo mediante  estímulos de  estrés  como  la  elevada 
producción de ROS intracelulares y  el estrés en el retículo endoplásmico.  
En estudios que se han realizado en nuestro grupo se describe que la edelfosina 
activa  la  ruta  de  apoptosis  mediante  el  reclutamiento  de  proteínas  en 
microdominios de membrana denominados lipid rafts [163, 171, 172]. 
En  relación  a  esto,  se  ha  descrito  el  reclutamiento  del  receptor  de  muerte 
Fas/CD95  y  su  activación  independiente  de  la  unión  a  su  ligando  FasL  en  los 














1. Estudiar  el  mecanismo  de  acción  de  los  ATLs  en  distintas  líneas 
celulares  de  cáncer  de  hígado.  Comprobar  su  posible  papel  como 
inductor de apoptosis.  
 
2. Dilucidar  la  activación  de  la  maquinaria  apoptótica  analizando  las 




3. Analizar  los  efectos  de  la  hipoxia  fisiológica  e  inducida  en  la muerte 
célular producida por edelfosina  
 
4. Estudiar  el  papel  de  la  edelfosina  tanto  en  la  formación  como  en  la 


























































Suero  Fetal  Bovino  inactivado,  Penicilina  (1000  UI/mL), 







Medio  de  cultivo  para    células  stem:  DMEM/F12  sin  suero, 
Nutrient  Mixture  (Invitrogen),  2%  v/v  B27,  20  ng/mL 
Recombinant  Human  EGF  (invitrogen),  20  ng/mL  Recombinan 
Human  FGF  Basic  AOF  (Invitrogen),  4  μg/μl  Insulina  (Sigma), 










(1,1‐dimetil‐riperidinio‐4‐il)‐fosfato)  (Zentaris,  Frankfurt,  Alemania); 
miltefosina  (MILTEF)  (hexadecilfosfocolina)  (Calbiochem,  Cambridge,  MA, 






























































Anti‐Cytochrome C   BD Pharmingen  Mouse  15  1:1000 
p‐SAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185)(G9), 





































































BD Biosciences  Mouse     
APC Mouse Anti‐human 
CD44 
BD Biosciences  Mouse     
Anti‐EpCAM FITC  Becton Dickinson       
PE‐Rat Anti‐human 
DC184 CXCR4 fusin 
Becton Dickinson  Rat     
PE Mouse Anti‐human 
CD24 
BD Pharmingen  Mouse     
APC‐Mouse Anti‐Human 
CD90 














y Huh7,  se  cultivaron  en medio DMEM,  al  igual que  la  línea de  carcinoma de 
cervix  humano  HeLa,  y  se  suplementaron  con  un  10%  de  suero  fetal  bovino 




Se  disolvió  edelfosina  en  polvo  en  medio  de  cultivo  RPMI‐1640 
completo (10% FCS, 2 mM L‐glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 μg/ml 
estreptomicina)  hasta  una  concentración  final  de  1  mM.  A 





exponencial,  se  levantaron  de  la  placa  con  trisina  0.05%,  se 
centrifugaron  a 1200  rpm, posteriormente  fueron  lavadas  con PBS  y 
centrifugadas nuevamente. Una  vez  centrifugadas  se  resuspendieron 
en medio de  congelación. Se enfriaron previamente  los  criotubos,  se 
añadieron  las  células  y  se  trasladaron en hielo  rápidamente  a  ‐20°C. 





Todos  los  inhibidores  se  incubaron 1 h previamente antes de aplicar 
los  correspondientes  tratamientos  con  edelfosina  a  las 
concentraciones indicadas en la siguiente tabla: 
 

























el  compuesto  DFO  (deferoxamine  mesylate  salt)  (Sigma),  añadiendolo 
directamente al medio de cultivo, a una concentración de  300 μM. 
 
3.2.3  Cultivo  de  lineas  celulares  y  análisis  de  la  actividad 
apoptotica de la edelfosina 





del  tratamiento  se  hizo  un  seguimiento  visual  por  microscopia  óptica  a  las 
células para evaluar su aspecto y estado, antes de ser recogidas. Posteriormente 
se  tripsinizaron  y  se  recogieron  en  un  tubo  de  citómetro  (12  x  75 mm),  se 









Na2HPO4  0.11%),  centrifugando  a  1500  rpm  durante  5  minutos  entre  cada 




propidio  en  PBS1X  a  una  concentración  de  1  mg/mL  y  20  µg/mL 








3.2.5  Permeabilización  de  la  membrana  plasmática  por 
incorporación de ioduro de propidio 
Para  medir  la  permeabilización  de  la  membrana  plasmática  se  cuantificó  la 
incorporación de yoduro de propidio en células vivas.  Las  células previamente 
tratadas  con  edelfosina  a  las  concentraciones  y  tiempos  indicados,  fueron 
levantadas de  las placas con tripsina 0.05%, se centrifugaron a 1500 rpm   y se 
lavaron con PBS, fueron resuspendidas en una solución de IP 1mg/mL en PBS, e 
incubadas  durante  15  minutos  a  RT  en  oscuridad,  posteriormente  fueron 
analizadas observando  los cambios en  la  intensidad de  fluorescencia mediante 
citometria  de  flujo  (FACSCalibur)  utilizando  el  programa  CellQuest  (Becton 
Dickinson).  
 




durante  1  h.  Posteriormente,  se  marcaron  las  células  con  la  sonda  Fluo‐4 
(quelante de calcio) a una concentración de 20 M y se dejó incubar durante 15 
min.  Se  marcaron  tanto  las  células  tratadas  como  sin  tratar  con  EDLF.  La 




Para  analizar  la  liberación  de  citocromo  c  desde  la mitocondria  se  utilizaron 
diferentes  tampones de  lisis para obtener  las  fracciones mitocondriales  (FM) y 
citosólicas (FC) [162]. Se trataron 1 x 10 7 células de cáncer de hígado con EDLF a 
la  concentración  indicada y a distintos  tiempos  (24 y 28 h).  Las células  fueron 
levantas de  las placas de  cultivo  con  tripsina 0.05% y  se  centrifugaron a 1500 
rpm durante 5 min, se descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió con 50 




mM  pH  6.8,  DTT  1mM,  aprotinina  y  leupeptina  1  μg/mL,  PMSF  0.1 mM),  se 
incubó durante 30 segundos a 4ºC y a continuación se centrifugó a 13000 rpm 
durante 3 min. Se separó el sobrenadante obteniendo la fracción citosólica (FC) 
y el pellet correspondia a  la  fracción mitocondrial y nuclear  (FMN). La FMN se 
resuspendió  rápidamente  con  50  μL  de  tampón  de  lisis  y  posteriormente  se 
realizó  una  microncentrifugación  con  el  fin  de  precipitar  los  núcleos.  El 
sobrenadante  correspondió  a  la  pre‐fracción  mitocondrial  (PFM).  A  la  PFM 





por  el método del  reactivo Bradford  y  se  analizaron por western blot para  la 
identificación del citrocromo c liberado al citosol. 
 
3.2.8  Medición  del  potencial  de  membrana  mitocondrial  y 
producción de especies reactivas de oxígeno 
Los  cambios  en  el  potencial  de  membrana  mitocondrial  de  las  células  en 
respuesta  a  los  tratamientos  fue  determinado  utilizando  DiOC6  (3,3´‐
dihexyloxacarbocyanine‐iodide,  fluorescencia  verde; Molecular  Probes,  Leiden, 
Paises  Bajos)  y  para  determinar  ROS  se  utilizó  DHE  (ó  HE,  dihydroethidium, 
fluorescencia  roja  después de  su  oxidación;  Sigma).  2.5  x  105  células de  cada 
línea  celular  fueron  tratadas  con EDLF a distintos  tiempos, posteriormente  las 
células  fueron despegadas de  las placas de  cultivo  con  tripsina 0.05%.  Fueron 
lavadas con PBS y centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos, posteriomente 
se  resuspendieron  en 400 μL de PBS conteniendo 20 nM DiOC6 y 2 mM de HE. 
Tras  una  incubación  a  37ºC  de  temperatura  durante  20 min,  las muestras  se 



















250  al  unirse  a  proteínas.  Se  utilizó  la  solución  comercial  Kit  Protein  Assay 
(BioRad, Richmond, CA, USA), y la cantidad de proteínas totales de cada muestra 
se determinó mediante  la  interpolación de  las  absorbancias obtenidas en una 
curva patrón realizada con concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina 
(BSA) de Sigma. 
Se utilizaron entre 30  y 50  μg de proteína,  las  cuales  fueron desnaturalizadas 
mediante  una  incubación  de  5  min  a  95ºC  en  tampón  Laemmli  (2% 
dodecilsulfato  sódico  (SDS),  10%  glicerol,  140 mM  β‐mercaptoetanol,  60 mM 
Tris‐HCl pH 6.8, 0,01% azul de bromofenol), y sometidas a electroforesis en geles 
de  poliacrilamida  (SDS‐PAGE).  Una  vez  separadas  en  función  de  su  peso 
molecular,  las  proteínas  fueron  transferidas  a  membranas  de  nitrocelulosa 
(Amersham  Biosciences,  Buckinghamshire,  Reino  Unido)  utilizando  como 
tampón de transferencia 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% (v/v) metanol. 
Tras eliminar  los restos de metanol mediante un  lavado con tampón TBS‐T  (50 
mM  Tris‐HCl,  pH  8.0,  150 mM NaCl,  0,1%  Tween‐20),  las membranas  fueron 
bloqueadas  con  leche  desnatada  al  5%  (p/v)  en  TBS‐T  durante  60  min  a 
temperatura  ambiente,  y  durante  toda  la  noche  a  4°C  con  los  anticuerpos 
primarios que se detallan en  la tabla 1. Después de realizar 3  lavados de 5 min 
con  TBS‐T,  se  procedió  a  la  incubación  de  las  membranas  con  los 
correspondientes  anticuerpos  secundarios  conjugados  a peroxidasa de  rábano 
(HRP),  durante  1h  a  temperatura  ambiente  en  agitación.  Tras  los 
correspondientes lavados con TBS‐T, se incubaron durante 2 min con el sustrato 
de ECL (enhanced chemiluminiscence) de inmunodetección en filtro (Amersham 
Biosciences),  y  el  peso  molecular  de  las  proteínas  en  estudio  se  calculó 




Se  eligió  la  línea  celular  PLC/PRF/5  para  la  obtención  de  esferas.  Una  vez 
crecidas las células en medio de cultivo con suero, fueron levantadas de la placa 
con tripsina 0.05%, y lavadas dos veces con DPBS sin calcio ni magnesio (GIBCO), 
a 1200  rpm durante 5 min, y posteriormente  fueron  contadas  con  cámara de 
Neubauer. Se sembraron 1.0 x 106 células de la línea a partir de la cual se fuesen 
a formar las esferas (PLC/PRF/5), en medio de cultivo de stem cells: DMEM/F12 
sin  suero,  Nutrient Mixture  (Invitrogen),  2%  v/v  B27,  20  ng/mL  recombinant 




(Invitrogen),  4  μg/μl  Insulina  (Sigma),  penicilina  (1000 UI/mL),  estreptomicina 
(1000 μg/mL), L‐glutamina (200 mM), las células fueron colocadas en un flask de 
baja adherencia (Corning® Ultra‐Low attachment cell culture flasks), de 75cm3, y 
colocadas  en  un  incubador  a  37ºC.  Las  células  fueron  observadas  cada  día,  y 
cada día  fueron  agregados  los  factores de  crecimiento, 20ng/mL  recombinant 





renovación  (al  llegar  a  7  días  o  bien  alcanzar  las  100  micras  de  diámetro 








inactivar  el  reactivo de  disgregación  y  se  centrifugó  durante  2 minutos  a  800 
rpm,  se  aspiró el  sobrenadante  con  cuidado de no  tocar el pellet  y  se  añadió 
nuevamente  DPBS,  se  centrifugó  a  800  rpm  durante  2 min,  fue  aspirado  el 
sobrenadante y finamente el pellet de esferas disgregadas fue resuspendido en 
medio  de  cultivo  de  stem  cells  (DMEM/F12  sin  suero,  Nutrient  Mixture 
(Invitrogen),  2%  v/v  B27,  20  ng/mL  Recombinant Human  EGF  (invitrogen),  20 
ng/mL Recombinan Human FGF Basic AOF (Invitrogen), 4 μg/μl Insulina (Sigma), 
Penicilina  (1000 UI/mL),  Estreptomicina  (1000  μg/mL),  L‐glutamina  (200 mM). 
Las  esferas  disgregadas  (single  cells)  resultantes  podían  ser  contadas, 
criopreservadas, o pasadas a medio de cultivo nuevo. 
 
3.2.12  ensayo  de  clonogenicidad  (formación  de  colonias  de 
celulas stem en agar) 
En placas de 6 pocillos  se  colocaron  500  μL de medio de  cultivo para  células 
stem  suplementado  con  agar  al  0.6%,  y  se  dejó  solidificar  a  temperatura 
ambiente, dentro de  la campana de  flujo  laminar. Se  levantaron  las células del 












Se  crecieron  las  esferas  en medio  para  stem  cells,  una  vez  que  tuvieran  un 
tamaño aproximado de 100 micras, se  recogieron y se pasaron a  través de un 
filtro de 40 m de diámetro,  las esferas que quedaron adheridas a  la parte de 
adentro  del  filtro  fueron  lavadas  con  6‐10 mL  demedio  para  células  stem  y 
colocadas en un  tubo  Falcon de 50 mL.  Se  llevaron  a una placa de Petri para 
observar la densidad de esferas por mL y determinar la cantidad de volumen de 
esferas que se utilizaría para que quedaran distribuidas de manera uniforme en 
las placas de polilisina. De acuerdo a  la densidad que  se observó,  se  tomaron 
200 L de esferas  resuspendidas en el medio para  cada anticuerpo que  fuese 
utilizado. Se siguió el protocolo del equipo cytospin para adherir las células a una 
lámina de cristal, tratada con polilisina. Se centrifugaron a una velocidad de 800 
rpm  durante  2 minutos,  y una  vez  terminado  el  tiempo  de  centrifugación  las 
láminas  se  observaron  al microscopio  para  verificar  la  densidad  de  esferas,  y 
fueron  dejadas  secar  a  temperatura  ambiente  durante  1  hora.  Se  fijaron  las 
esferas en una solución de formaldehido al 4% en PBS, sin trazas de metanols. Se 
colocaron 100 L de formaldehido justo por encima de la gota seca en donde se 
concentraron  las  esferas,  se  colocaron  las  laminas  en  una  cámara  húmeda  y 
protegida de la luz a 4ºC durante 20 minutos. Una vez finalizada la fijación con el 
formaldehido se lavaron las láminas en un frasco tipo “coplin”  con PBS durante 
5  minutos.  Se  permeabilizaron  las  esferas  con  TWEEN  0.1%‐PBS  durante  5 
minutos, para ello se llenó el frasco tipo “coplin” con 50‐70 mL de TWEEN 0.1%‐ 
PBS,  se  sumergieron  las  laminas  con  las  esferas  y  se  dejarn  5  minutos  de 
incubación a temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo se lavaron las 
laminas  con 50‐70 mL de  PBS durante  5 minutos.  Las  láminas  con  las  esferas 
fijadas  fueron  incubadas con  los anticuerpos respectivos,  (una  lámina por cada 
anticuerpo)  realizándose  la dilución  indicada por cada  fabricante,  se colocaron 
los anticuerpos correspondientes sobre  las  láminas con  las esferas y se dejaron 
incubando durante toda  la noche. Pasado el tiempo de  incubación,  las  láminas 












frio,  luego  fueron  resuspendidas en el buffer de unión 1X  (0.1 M Hepes/NaOH 
(pH 7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2), a una densidad de 1 x 106 células/ml. Se 
tomaron 100 μl de  la  solución  (1 x 105 células)   y  se colocaron en un  tubo de 
citómetro. Se añadieron 5  μL de Anexina V unida a  FITC  y 5  μL de  yoduro de 
propidio.  Se  resuspendieron  suavemente  y  fueron  incubadas  durante  15 
minutos a  temperatura ambiente, en oscuridad. Se añadieron 400 μl de buffer 




Se  seguió  el  protocolo  de  extracción  del  kit  RNeasy  Mini  Kit  (QIAGEN)  de 
acuerdo a  las  indicaciones del fabricante. La concentración y  la pureza del RNA 


















incluye una  estimación  del  error  con  el  algoritmo  FDR  (False Discovery  Rate). 


















población  Sub G0‐G1 o apoptótica, aumentó progresivamente en el  tiempo,  y 
también  respecto  a  la  concentración  de  edelfosina  utilizada.  En  el  caso  de  la 
Línea HepG2, se detectó que  la concentración de 20µM de edelfosina a  las 24 
horas de tratamiento fue la más eficiente, con el 25% de muerte, haciendo notar 
que  dicho  porcentaje  se  vió  incrementado  en  el  tiempo  de  duración  del 
tratamiento. Para la línea Huh7, se encontró que la concentración más eficiente 




evidente  este  aumento  también  fue dependiente del  tiempo de  exposición  al 
fármaco edelfosina. 
Se realizó un ensayo comparativo entre distintas dosis de edelfosina para saber 
si  la apoptosis  inducida por el compuesto era dependiente de  la concentración 
utilizada,  para  ello  tratamos  las  líneas  celulares  HepG2,  Huh7  y  PLC/PRF/5  a 
distintas concentraciones de edelfosina (10, 20, 30, 40 y 50 µM)   a 24 horas de 
tratamiento para todas las concentraciones. 
En  la Figura R1  se observó que para  la  línea  tumoral HepG2,  la  concentración 
mínima eficiente fue la de 20 µM, en el caso de la línea Huh‐7 aunque existe una 




entre  10  y  20  μM  [174,  175],  es muy  probable  que  acortando  el  tiempo  de 
tratamiento  se  observe  el mismo  resultado  que  con  la  dosis más  baja  si  se 
prolongara el tiempo de exposición. 
Resultó  evidente  que  en  la  línea  PLC/PRF/5,  se  observó  una  resistencia  al 










Fig R1  . Análisis de  la actividad apoptótica de  la edelfosina en  las distintas  líneas de 
cáncer  de  hígado.  A. Mediante  citometria  de  flujo  fue  cuantificado  el  porcentaje  de 
apoptosis generada por el  compuesto edelfosina, a distintas  concentraciones  (10, 20  y 
30μM) y a diferentes tiempos de tratamiento (24, 48 y 72 horas), los datos de porcentaje 
de  apoptosis  fueron  comparados  con  respecto  a  células  control  sin  tratamiento.  B. 
Estudio  comparativo  de  la  citotoxicidad  del  compuesto  edelfosina  a  distintas 
concentraciones,  en  un  tiempo  de  24h  para  todas  ellas.  Los  datos  obtenidos  se 
compararon respecto a células control sin tratamiento. Los  porcentajes de apoptosis son 







También comparamos  la  respuesta de  las  líneas celulares de cáncer de Hígado 
HepG2, Huh‐7  y  PLC/PRF/5,  al  tratamiento  con distintos  lípidos  antitumorales 
(ATLs), a diferentes concentraciones,  (20 μM, 30µM y 30μM respectivamente), 











Fig R2. Estudio de  la actividad apoptótica de  los ATLs en  líneas celulares de Cáncer de 
Hígado. El porcentaje de apoptosis fue determinado por medio de la cuantificación de la 
fase Sub G1 del ciclo celular mediante citometría de flujo. 
Realizamos un estudio  comparado   de  los  cuatro   ATLs  (EDLF, PEFI, MILTE, EPC) en  las 




4.2  Implicación  de  las  caspasas  en  la  ruta  de  apoptosis  en  líneas  de 
cáncer de hígado 
 
Como  se  mostró  en  resultados  anteriores,  se  observó  que  el  compuesto 
edelfosina  es  el  ATL  con mayor  actividad  apoptótica  en  las  líneas  celulares. 












encuentra mantenida hasta  las 48 horas para el caso de  la  línea HepG2 y a  las 
24h  para  la  línea  Huh‐7.  Para  el  caso  de  la  línea  PLC/PRF/5,  se  observa 










A. Mediante  la  técnica de Western Blot,  se estudió el efecto de  la edelfosina  sobre  la 
activación  de  la  caspasa‐3,  Se  utilizó  la  proteína  β‐actina  como  control  de  carga  para 
todos los western blot. B. Se inhibió la familia de las caspasas con el inhibidor z‐VAD‐fmk, 
a una concentración de 50µM, añadiéndolo 1 hora antes del tratamiento con edelfosina a 
la  concentración  establecida  para  cada  línea  celular,  durante  un  tiempo  de  24  h.  El 
porcentaje de apoptosis fue determinado mediante citometría de flujo analizando el ciclo 
celular. La significancia del experimento se realizó comparando la inhibición con respecto 




Con el objetivo de estudiar  la  implicación de  las caspasas en el mecanismo de 
apoptosis  generado  por  el  compuesto  edelfosina,  se  decidió  inhibir  a  toda  la 
familia de caspasas, utilizando el agente  inhibidor pan‐caspasa permeable a  las 







EL  resultado de  los experimentos de  inhibición  (Figura R3B) mostró que en  la 
línea  HepG2  hay  una  reducción  significativa  en  la  población  apoptótica, 
apoyando el hecho de que la caspasa‐3 parece ejercer un papel importante en el 
mecanismo de muerte por apoptosis en esta  línea celular, mientras que en  las 












mientras  que  a  las  48h  de  tratamiento  el  porcentaje  de  células  IP  positivas 
aumentó hasta cerca del 20%. 
Para el caso de  las  líneas Huh‐7 y PLC/PRF/5, el número de células  IP positivas, 
desde las 24 horas de tratamiento fue considerablemente más elevado respecto 
al  control  con  células  sin  tratar,  con porcentajes muy  cercanos al 20% para el 
caso de la línea PLC/PRF/5 y del 35% para la línea Huh‐7,  y en ambas líneas, a las 




evaluado  por  incorporación  de  IP  (Figura  R5).  La  inhibición  de  la  apoptosis 
produjo una disminución en la incorporación de IP en las las tres líneas celulares 
ensayadas,  aunque  ésta  no  resultó  ser  significativa  para  el  caso  de  las  líneas 
PLC/PRF/5 y Huh‐7 (Figura R5). No obstante en la línea HepG2, si que se observó 
una  disminución  estadísticamente  significativa  en  la  incorporación  de  IP 








Figura R4.Análisis de  la muerte  celular por  Incorporación de  ioduro de Propidio  (IP). 
Mediante un análisis por citometría de flujo, se analizó la integridad de la membrana  de 
las células, para ello  las células  fueron  lavadas con PBS y posteriormente marcadas con 
una  solución  de  IP  (1mg/mL)  durante  5  minutos,  y  analizadas  en  el  citómetro  para 
determinar  la  señal  de  la  fluorescencia  emitida  por  el  IP.  Las  células  se  trataron  con 
edelfosina  a  la  concentración  y  tiempos  indicados.  El  grado  de  significancia  se  obtuvo 
comparando  las células  tratadas con edelfosina respecto a  las células control,  los datos 








una  concentración  de  50  μM  y  posteriormente  con  edelfosina  a  las  concentraciones 
utilizadas para estudiar la apoptosis (20 μM, HepG2; 30 μM PLC/PRF/5 y 30 μM Huh7), a 
las 24 horas a continuación las células fueron marcadas con una solución de IP (1mg/mL) 
durante  5  minutos,  y  analizadas  por  citometría  de  flujo.  El  grado  de  significancia 
estadística se obtuvo comparando  las células  tratadas solo con EDLF con  respecto a  las 

















































































































































































































LC3,  que  es  una  proteína  que  se  encarga  de  regular  la  interacción  de  los 
microtúbulos  con  otros  componentes  del  citoesqueleto.  La  conjugación  de  la 
forma citosólica   del LC3 con fosfatidiletanolamína, forma el complejo LC3‐PE o 




y se observó que para el caso de  la  línea HepG2, no hubo una activación de  la 
proteína, no obstante, a tiempos prolongados de tratamiento, posteriores a  las 
48 horas, pudo observarse una  ligera activación de  LC3 en  su  forma  II  (Figura 
R6A). Para la línea PLC/PRF/5, resultó evidente que desde tiempos casi iniciales 
del  tratamiento,  la  acumulación  de  LC3‐II  fue  clara,  siendo  notable  una 
disminución en tiempos de tratamiento superiores a 48 horas (Figura R6A). En el 
caso  de  la  línea Huh7,  se  observó  que  a  partir  de  las  6  horas  se  generó  una 
acumulación de la forma conjugada de LC3, y gradualmente fue disminuyendo a 
partir de las 24 horas de tratamiento con edelfosina (Figura R6A) 
Para  determinar  el  papel  que  desempeñaba  la  autofagia  en  el  proceso  de 
muerte  celular  en  las  líneas  de  cáncer  de  hígado,  se  decidió  inhibirla  con  los 
inhibidores  cloroquina  y  bafilomicina,  que  actúan  evitando  la  formación  del 




acción  de  la  edelfosina  (Figura  R6B). De  igual manera,  con  la  inhibición  de  la 
autofagia por bafilomicina, se observó un aumento aunque no significativo en la 






Se  analizó  mediante  western  blot,  el  nivel  de  expresión  de  las  proteínas 
implicadas  en  procesos  autofágicos,  beclin‐1,  LC3‐I  y  II,  así  como  proteínas 
características de la activación de la ruta de apoptosis, con el objetivo de valorar 
la acción de los inhibidores de autofagia. 
Se observó una marcada  acumulación de  LC3  I  y  II en  las dos  líneas  celulares 








observó  una  disminución  en  su  expresión  en  aquellas  células  tratadas  con 
cloroquina y su combinación con EDLF, mientras que en la línea Huh7 se mostró 
una expresión basal igual en todas las condiciones del experimento (Figura R6C). 
Por otra parte  se  analizó  si  con  la  inhibición de  la  autofagia, podían  activarse 
proteínas típicas involucradas en la ruta apoptótica clásica. Se observó que para 
el caso de PARP hubo un incremento en la forma clivada (85 kDa) para el caso de 
las dos  líneas celulares, y en el caso de  la caspasa 3,  solamente  se aprecia un 
incremento en su activación en  la  línea Huh7. Estos resultados sugieren que  la 
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4,  el  cual  actúa uniéndose  al  calcio  libre que  se  encuentra  en  el  citosol de  la 
célula.  Las  células  se  incubaron  con  edelfosina  durante  el  tiempo  y  la 
concentración  indicados,  fueron  observadas  al microscopio  de  fluorescencia  y 
posteriormente  fueron medidos  los  niveles  de  calcio mediante  citometría  de 
flujo.  Se  detectó  que  para  el  caso  de  la  línea  celular  PLC/PRF/5,  el  nivel  de 
fluorescencia  emitida  por  la  sonda  Fluo‐4  fue  del  20%  a  las  3  horas  de 
tratamiento  con  EDLF  y  llegando  hasta  más  del  50%  a  las  12  horas  de 
tratamiento.    Para  las  líneas  celulares  HepG2  y  Huh‐7,  el  porcentaje  fue  de 
menos del 2% a las 3 horas de tratamiento, sin embargo en la línea HepG2, a las 
24  horas  de  tratamiento,  se  cuantificó  una  fluorescencia  superior  al  40%, 
comparado con las células sin tratar con edelfosina. Estos resultados indican que 
existe un aumento en  la concentración de  calcio  citosólico  tras el  tratamiento 
con edelfosina en las líneas PLC/PRF/5 y HepG2  (Figura R7A). 
Para analizar si el calcio  liberado al citosol podía desempeñar algún papel en  la 
muerte  celular  en  las  líneas  celulares  PLC/PRF/5  y  HepG2,  inducida  por 
edelfosina,  se  utilizó  el  compuesto  BAPTA‐AM  agente  quelante  específico  del 
calcio, para determinar  su efecto en  la  inducción de apoptosis por edelfosina, 
medida por citometría de flujo. 















Figura R7. Estudio de  la  implicación del calcio  citosólico en  la  inducción de apoptosis 
por edelfosina en líneas celulares de cáncer de hígado. 
A.  Las  células  fueron  tratadas  con  edelfosina  a  los  tiempos  indicados  y  a  las 
concentraciones  utilizadas  para  inducir  apoptosis;  posteriormente  se  añadió  el 














retículo  endoplásmico  juega  un  papel  importante  en  la  muerte  celular  en 
distintos tipos de cáncer [162, 176], por ello se decidió analizar si en las líneas de 
cáncer  de  hígado,  el  retículo  endoplásmico  participaba  en  los  procesos  de 
muerte generados por el compuesto edelfosina. 



































































































Se observó que  las proteínas  implicadas en el estrés de  retículo,  tales como  la 
Caspasa 4, se activó desde el primer intervalo de tiempo medido a las 6 horas, y 
alcanzó  su  punto  máximo  de  activación  a  las  9  horas  de  tratamiento  con 
edelfosina,  la  proteína  Bap‐31  de manera muy  poco  apreciable manifestó  su 
activación  puesto  que  su  forma  clivada  de  20  kDa  se  apreció  levenmente  en 
tiempos posteriores a las 24 horas , En el caso de las proteínas GADD‐153 y GRP‐
78,  aproximadamente  a  las  15  horas  de  tratamiento  fue  posible  observar  su 








Las  células  HepG2  fueron  tratadas  con  edelfosina  a  los  tiempos  indicados  a  la 
concentración  utilizada  para  inducir  apoptosis  (20  μM).  Transcurrido  el  tiempo  de 
tratamiento, las muestras fueron procesadas para obtener los extractos proteicos totales. 








papel  importante en  la apoptosis  inducida por edelfosina en distintos  tipos de 
células  tumorales,  por  lo  que  se  evaluó  para  el  caso  del  cáncer  de  hígado  la 
implicación  de  éste  orgánulo  en  la  muerte  celular.  Para  ello  se  analizó  la 
activación  de  la  caspasa  9  como  iniciador  de  muerte  en  la  línea  HepG2,  y 






tratamiento  con edelfosina a una  concentración de 20  μM.  Se observó en  los 
resultados que  la caspasa  iniciadora caspasa 9 presentó una fuerte activación a 
las 15 horas de tratamiento con edelfosina, ya que a este tiempo el fragmento 
de  17  kDa  se  encontró  presente  (Figura  R9A).  Posteriormente  se  inhibió  la 
caspasa  9  con  el  inhibidor  específico  e  irreversible  z‐LEHD‐fmk,  para  saber  la 
implicación que esta proteína podría tener en la muerte celular. Se observó una 
fuerte  disminución  en  la  población  Sub  G0‐G1  o  apoptótica,  la  cuál  fue 
cuantificada por citometría de flujo tras 1 hora de tratamiento con el  inhibidor 
especifico  de  caspasa  9  a  una  concentración  de  50  μM  ,  y  24  horas  de 





Otra vía de  inducción de apoptosis es  la vía  llamada mitocondrial. La activación 
de  proteínas  pro‐apoptóticas  de  la  familia  de  Bcl‐2  produce  un  poro  en  la 




activa  a  las  caspasas  efectoras  como  la  caspasa‐3,  lo  que  desencadena  las 
últimas fases de la apoptosis. 
Se  realizó  una  extracción  de  proteínas  tanto  totales  como  solo  de  aquellas 
pertenecientes a la fracción mitocondrial de la células tratadas con edelfosina y 
observamos  que  a  partir  de  las  24  horas  de  tratamiento,  la  cantidad  de 
citocromo  c  liberado  al  citosol  va  en  aumento,  mientras  que  en  la  fase 
mitocondrial, tras las 24 horas de tratamiento se observa una clara disminución 

























































































mitocondria.  Para  evaluar  el  papel  de  la mitocondria  en  el  tratamiento  con 
edelfosina,  realizamos un experimento de  time‐course para medir  los cambios 
en el potencial de membrana mitocondrial (m) y en la producción de especies 
reactivas de oxígeno  (ROS) en células de cáncer de hígado. Las  líneas celulares 
fueron    tratadas  con  edelfosina  a  las  concentraciones  utilizadas  para  inducir 
apoptosis (HepG2, 20 μM; PLC/PRF/5, 30 μM, y Huh‐7 30 μM respectivamente) y 
evaluados  a  las  15  y  24  horas.  Para  ello  se  realizó  una  doble  tinción  para 
determinar  el  m, mediante  el  empleo  de  DiOC6  (fluorescencia  verde),  un 
compuesto  catiónico  que  se  acumula  en  la  mitocondria  en  función  de  su 
potencial,  y  para  analizar  la  producción  de  ROS  con  DHE  (un  compuesto  no 
fluorescente) que se convierte en etidio (Eth; fluorescencia roja) después de su 
oxidación.  En  la  figura  R11  se  observa  el  análisis  de  ambos  parámetros  y  el 
comportamiento de  las  células  tratadas  con edelfosina.  Las  células de  las  tres 
líneas celulares de cáncer de hígado que no fueron tratadas (control), mostraron 
un  alto m  (DiOC6(3)High)  y  un  bajo  nivel  de  ROS  ((HE‐>Eth)Low),  valores  que 
fueron tomados como referencia. Tras 15 horas de tratamiento, se observaron 
las  células de  las  líneas HepG2 y PLC/PRF/5  con una notable pérdida del m 
(incremento  en  DiOC6(3)Low)  del  13%  y  28%  respectivamente,  y  ligeras 
variaciones  de  ROS  ((HE‐>Eth)High),  ambos  parámetros  permanecieron  casi  sin 
variación hasta las 24 horas. 



















24 h  se analizaron para evaluar  la pérdida del m  (DiOC6(3))  y  la producción de ROS 
(HE→Eth) por  citometría de flujo,  los  resultados  son el valor medio de 2 experimentos 







4.6.3  Efecto  del  antioxidante  N‐acetil‐cisteína  (NAC)  sobre  la muerte 
inducida por EDLF 
 
Debido  a  las observaciones  del  apartado  anterior  en  el  aumento  de ROS  y  la 
pérdida del potencial de la membrana mitocondrial, se decidió evaluar el efecto 
de la N‐acetil‐cisteína sobre la muerte celular inducida por edelfosina en células 
de  cáncer  de  hígado,  la  cual  fue  medida  por  el  porcentaje  de  células 
hipodiploides o en fase Sub G0‐G1. Aquí encontramos que  las células tumorales 
pre‐tratadas con NAC fueron protegidas de la muerte inducida por edelfosina de 








Las  líneas  celulares  de  cáncer  de  hígado  se  preincubaron  con  el  antioxidante N‐Acetil 
cisteína, a una concentración de 10mM durante 2 horas,  y fueron tratadas en presencia o 
ausencia de  edelfosina  a  las  concentraciones utilizadas para  inducir  apoptosis  (HepG2, 
20M;  PLC/PRF/5,  30M;  y Huh‐7,  30M)  durante  24  horas,  y  de manera  paralela  se 
analizaron  células  control  que  no  habían  sido  tratadas  con  NAC  ni  edelfosina,  el 
porcentaje de  células hipodiploides o en  fase   Sub G0‐G1  fue medido por  citometría de 












Las MAPKs  son  proteínas  que  se  activan  en  respuesta  a  estímulos  de  estrés, 
participan  en  procesos  apoptóticos  e  inflamatorios, modifican  la  actividad  de 




e  importantes  funciones  celulares.  Entre  los  diferentes  estímulos  que  pueden 
activar a  las JNKs   destacan  las señales  inflamatorias, variaciones en  los niveles 
de  las  especies  reactivas  del  oxígeno,  radiación  ultravioleta,  inhibidores  de  la 
síntesis de proteínas. 
Debido al aumento en los niveles de ROS y al estrés de retículo observado en las 
células  tratadas  con  EDLF,  se  consideró  importante  el  analizar  el  papel  que 
ejerce la JNK en la muerte celular, por ello, mediante western blot se analizó el 
patrón de expresión y activación de la JNK durante el tratamiento con edelfosina 
a  distintos  tiempos.  Se  observó  que  en  las  tres  líneas  hubo  un  aumento 
considerable en la fosforilación de la proteína JNK en la línea HepG2 y PLC/PRF/5 
desde  tiempos  iniciales  del  tratamiento, manteniéndose  la  fosforilación  hasta 





de  la  apoptosis,  se  inhibió  la  proteína  con  el  inhibidor  específico  de  JNK 
SP600125.  Se  encontró  una  disminución  significativa  en  el  porcentaje  de 
población la apoptótica en las tres líneas celulares empleadas. Para el caso de la 
línea  HepG2,  se  observó  una  disminución  del  15%  al  10%  en  el  número  de 
células en  fase  Sub G0‐G1 o apoptótica, en  la  línea PLC/PRF/5,  la  combinación 
con el inhibidor disminuyó la muerte en un bajo porcentaje de un 12 a un 8%. 
Finalmente  en  las  células  de  la  línea  Huh‐7,  se  encontró  que  también  la 
combinación del  inhibidor  específico de  JNK  y  la  edelfosina  fue  efectiva  en  la 
disminución de  la  apoptosis  al  compararla  con  la muerte  celular  inducida por 















de  la  inhibición de JNK con el  inhibidor SP600125 sobre  la apoptosis  inducida en células 
de cáncer de hígado tratadas con edelfosina. El porcentaje de apoptosis fue cuantificado 










gran  variedad  de  procesos  como  la  progresión  del  ciclo  celular,  la  adhesión, 
migración, supervivencia, diferenciación, proliferación, entre otros.  
Por ello se estudió la fosforilación de ERK1/2, que ejerce un papel importante en 
la  ruta  mediada  por MAPKs.  En  todas  las  líneas  estudiadas  se  observó  una 
fosforilación  basal  de  ERK1/2  (Figura  R14A).  En  las  líneas  celulares  HepG2  y 
PLC/PRF/5, la fosforilación de ERK1/2 aumentó desde las 6 horas de tratamiento 
con edelfosina hasta  las 24 horas de tratamiento en el caso de  la  línea HepG2,  






48  horas  de  tratamiento.  En  cambio  para  la  línea  celular  Huh‐7,  edelfosina 
indujo una inhibición de la fosforilación de ERK1/2 (Figura R14A). 
Se estudió el efecto de la inhibición de la ruta de las MAPKs mediante el empleo 
de U0126,  inhibidor de MEK, una proteína que  se  localiza “upstream” de ERK, 
sobre  la  apoptosis  en  las  líneas  de  cáncer  de  hígado.  En  las  líneas  celulares 
HepG2 y PLC/PRF/5 se observó una disminución en el porcentaje de apoptosis, 












A.  Análisis  de  la  activación  de  ERK1/2  en  líneas  de  cáncer  de  hígado  tratadas  con 
edelfosina (HepG2, 20 M; PLC/PRF/5, 30 M; y Huh‐7, 30 M.) a los tiempos indicados, 
se realizó un estudio mediante Western Blot con los anticuerpos correspondientes. 
B. Efecto de  la  inhibición de ERK1/2  sobre  la apoptosis en  células de  cáncer de hígado 
tratadas  con  edelfosina  y  con  el  inhibidor  U0126.  El  porcentaje  de  apoptosis  fue 
cuantificado  por  citometría  de  flujo.  Para  el  análisis  estadístico,  fue  comparado  el 















esta  es  una  de  las  rutas  de  supervivencia  más  importantes  que  confieren 
resistencia celular en distintos tipos de cáncer. Para ello se hizo un estudio de la 
expresión  y  activación de  la proteína Akt en distintos  tiempos de  tratamiento 
con  edelfosina.  Se  observó  por  western  blot  que  en  la  línea  celular  HepG2 
paulatinamente  fue  aumentando  la  fosforilación  del  residuo  Ser473, mientras 
que  la Thr 308  se encontró  fosforilada de manera  constitutiva en el  control  y 
disminuy´ó su fosforilación al cabo de 6 y 15 horas de tratamiento, coincidiendo 
con un incremento en la fosforilación del residuo Ser473 (Figura R15). En la línea 
celular  PLC/PRF/5,  tanto  la  forma  activada  de  Akt  en  los  residuos  Ser473  y 




Thr308  que  se  encontró  de  manera  constitutiva  en  el  control,  disminuyó 
gradualmente durante el tratamiento, no pudiendo ser detectada a partir de las 
24 horas de tratamiento (Figura R15A). 
Se  analizó  también  el  efecto  de  la  inhibición  de  Akt  con  los  inhibidores 
específicos Akt III,VIII y X, sobre la apoptosis de las líneas celulares de cáncer de 
hígado. Se observó en la línea celular HepG2 que al ser tratada con el inhibidor 
Akt  X  únicamente,  la  apoptosis  aumentó  hasta  un  35%,  y  al  combinar  el 
tratamiento con edelfosina  la muerte se potenció hasta un 40% Figura  (R15B). 
Los  inhibidores  III y VIII por el contrario,  inhibieron el porcentaje de células en 
apoptosis respecto a aquellas que solamente fueron tratadas con edelfosina. En 
las  células  PLC/PRF/5,  solamente  el  inhibidor  Akt  X  aumentó  de  manera 
significativa el porcentaje apoptosis  respecto al control, y en combinación con 
edelfosina la muerte se elevó hasta cerca del 15% respecto aquellas células que 
solo  fueron  tratadas  con edelfosina;  tanto el  inhibidor Akt  III  como el Akt VIII 



























previa  al  tratamiento  con  EDLF,  tras  lo  cuál  las  células  fueron  tratadas  en  presencia  y 
ausencia de edelfosina a  las respectivas concentraciones (HepG2, 20 M; PLC/PRF/5, 30  
M; y Huh‐7, 30 M.)  El porcentaje de apoptosis fue cuantificado por citometría de flujo. 


















4.9  Estudio  de  la  expresión  de  HIF‐1  como  principal  marcador  de 
hipoxia en líneas celulares de cáncer hepático 
 
Anteriormente  mencionamos  que  la  hipoxia  juega  un  papel  crítico  en  el 





hipoxia  intratumoral  asociada  con  la  expresión  de  HIF‐1,  está  considerada 
como  un  importante  mecanismo  responsable  de  la  progresión  tumoral, 
metástasis y mortalidad en el paciente [180]. Basándonos en este razonamiento 




manera  gradual  con  el  tiempo  de  exposición  de  las  células  al  ambiente  de 
hipoxia  (inducida  por  la bajada  de O2 dentro  del  incubador);  a  las  4  horas  de 
exposición para el caso de  la  línea celular HeLa, y a  las 2 horas para  las células 
HepG2 se observó una notoria expresión de HIF‐1α (Figura R16). 
Comparando  con  compuestos  inductores  de  hipoxia  fue  posible mimetizar  la 
hipoxia intracelular utilizando  DFO (deferoxamina) a 300 M de concentración, 
que actúa como un agente quelante de hierro y captador de radicales libres en la 
células,  en  este  caso  del  oxígeno  (Figura  R16).  Con  la  utilización  de  la  DFO 
mantuvimos  la expresión de HIF‐1α de manera más estable, y mas prolongada 
en el tiempo, además de que también la aparición de HIF‐1α como marcador de 







































Encontramos  comportamientos  contradictorios  en  las  dos  líneas  celulares 





En  la  línea  HepG2,  se  observó  que  la  muerte  inducida  por  edelfosina  en 
condiciones de hipoxia ambiental  fue menor, comparándola con respecto a  los 
datos obtenidos en la muerte celular en condiciones de normoxia. Sin embargo, 













expuestas a distintas  condiciones ambientales de oxígeno.  Las  líneas celulares HeLa y 


















































otros  ha  contribuido  al  desarrollo  y  estudio  de  modelos  de  condiciones  de 




una organización  jerárquica que es  compartida  tanto en  la organogénesis  y  la 
tumorigénesis.  Una  mayor  comprensión  de  los  eventos  moleculares 
involucrados en la señalización que regulan la jerarquía y la troncalidad celular, y 










para  identificar  la  población  de  células  con  las  características  específicas  de 
células  stem  hepáticas,  como  CD133+,  CD90+,  CD34+,  CD44+  y  EpCam+, 
inicialmente se hizo solo un screening de los porcentajes de cada marcador en la 
línea  tumoral  (figura  R20)  y  posteriormente  a  la  formación  de  las  esferas,  se 




























se  cultivaron  por  separado  y 
en paralelo.   




por  citometría  de  flujo  y  los 
datos  analizados  con  el 










Se  realizó  una  tinción  inmunocitoquímica  para  analizar  el  potencial multilinaje  de  las 








4.12  La edelfosina  Inhibe  la  formación de esferas en agar  (Ensayo de 
clonogenicidad) 
 
Las  hepatoesferas  formadas  a  partir  de  la  línea  celular  PLC/PFR/5,  fueron 











Las esferas disgregadas  fueron  cultivadas en una matriz de agar  con y  sin edelfosina a 







En  las  células  normales,  la  distribución  de  los  fosfolípidos  en  la  membrana 
plasmática es asimétrica,  la membrana  interna  contiene  fosfolípidos aniónicos 
como  la  fosfatidilserina  (PS)  y  la  membrana  externa  fundamentalmente 
fosfolípidos neutros. En una célula apoptótica se produce una translocación de 
los residuos de PS de la membrana interna a la membrana externa, quedando de 




la  PS  de  las  células  apoptóticas,  al  tener  expuestos  los  residuos  de  PS  en  la 







celular. Para analizar si  la edelfosina podría  inducir algún tipo de muerte en  las 









Fig  R22.  Analisis  de  la  Muerte  celular  producida  por  edelfosina  en 
hepatoesferas de la línea PLC/PFR/5. 
Las esferas formadas a partir de la línea PLC/PRF/5, fueron tratadas con distintas 
concentraciones  de  edelfosina  durante  72  horas,  luego  fueron  disgregadas  y 
marcadas  con  Anexina  V  y  con  yoduro  de  propidio  para  ser  analizadas  por 




4.14  Análisis  diferencial  de  expresión  génica  entre  hepatoesferas  vs. 
línea  celular parental PLC/PRF/5 
 
Para  la  inicial  caracterización  de  la  SP  aislada  a  partir  de  la  línea  celular 
PLC/PRF/5,  se  realizó  un  análisis  de  expresión  génica  diferencial  utilizando  el 
Gene Chip Human Gene 1.0 ST Array de Affymetrix. 
Se determinaron los genes expresados diferencialmente entre la línea PLC/PRF/5 
y  las hepatoesferas  formadas a partir de  la  línea,  se obtuvo una  lista de 7144 
genes regulados de manera positiva. 
Se eligieron 337 genes por el valor de R. fold, (1,108050897 hasta 33,72428756),  
así  como  genes  conocidos  implicados  en  distintas  funciones  biológicas,  entre 
ellos AREG [182], JAK3, involucrados en proliferación; ABCB1, ABCC2 [183, 184], 
ASPH,  TTR,  que  son  genes  transportadores;  SPIN2B,  que  regula  la  apoptosis; 
VIM, de proteínas estructurales  [185]  y PECAM1 que participa en  señalización 
celular.  Se  realizó  un  análisis  del  enriquecimiento  modular,  se  eligieron  14 
categorías  incluyendo  aquellos  con  función  desconocida  u  otras  funciones 
distintas a las de nuestro interés. Se obtuvieron los datos mostrados en la grafica 







señales, el 4% como transportadores de  iones, entre  los más  importantes.[186‐
188].  Con  programación  en  lenguaje  R,  se  utilizaron  los  paquetes  de 
Bioconductor para ejecutar los diferentes algoritmos. 
La normalización y el cálculo de señal se realizaron mediante el algoritmo RMA 
(Robust  Microarray  Analysis)  [189‐191]  y  el  cálculo  de  expresión  diferencial 





Fig  R24.  Identificación  de  genes  expresados  diferencialmente  en  la  línea  celular 
PLC/PRF/5 vs hepatoesferas (SP).  


















Análisis de Expresion Diferencial: Esferas vs Control 13880 genes-probesets con FDR = 0.05 (≈5% falsos positivos) 
nº 
probes
et ID d.value p.value q.value R.fold Genename Description 
90  7908459  47,41195279  0,000316843 0,021983704 33,72428756 CFH  complement factor H 
84  7991766  47,70786792  0,000301158 0,021983704 18,78871271 HBA1  hemoglobin, alpha 1 
85  7991762  47,70786792  0,000301158 0,021983704 18,78871271 HBA2  hemoglobin, alpha 2 
405  8028963  25,9705926  0,001352072 0,021983704 16,59694135 CYP2B6  cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 
173  8015124  37,37724199  0,000592904 0,021983704 15,33812511 KRT20  keratin 20 
163  8140686  38,0930066  0,000561533 0,021983704 13,01671877 SEMA3D 
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic 
domain, secreted, (semaphorin) 3D 
19  7965606  77,99417031  7,52894E‐05 0,021983704 11,63426655 HAL  histidine ammonia‐lyase 
4132  8135033  7,797499182  0,013752863 0,022384091 10,94309148 MUC12  mucin 12, cell surface associated 
3568  8135031  8,646529872  0,011820435 0,022271567 9,239896469 MUC12  mucin 12, cell surface associated 
551  7981990  23,09760937  0,001841453 0,021983704 7,521172166 SNORD116‐21  small nucleolar RNA, C/D box 116‐21 
399  8104268  26,10136698  0,00133325 0,021983704 7,42006579 SLC6A19 
solute carrier family 6 (neutral amino acid transporter), 
member 19 
198  8060805  35,01273056  0,00067133 0,021983704 6,938155309 CHGB  chromogranin B (secretogranin 1) 
996  8081959  18,07972096  0,0032656 0,021983704 6,698146879 STXBP5L  syntaxin binding protein 5‐like 
6  8095628  202,7349065  2,82335E‐05 0,021983704 6,665845544 ALB  albumin 
1070  7938128  17,50994688  0,00349782 0,021983704 6,358213918 DNHD1  dynein heavy chain domain 1 
172  7913216  37,55897594  0,000589767 0,021983704 6,205421774 PLA2G2A  phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) 
123  8095585  41,93635088  0,000432914 0,021983704 5,720214635 SLC4A4 
solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, 
member 4 






312  8138381  29,16402603  0,001047777 0,021983704 5,601628058 AGR2  anterior gradient 2 homolog (Xenopus laevis) 
1493  8071420  14,6169908  0,004896948 0,022056024 5,514471094 SERPIND1 
serpin peptidase inhibitor, clade D (heparin cofactor), 
member 1 
2532  8088636  10,73469042  0,008341437 0,022123283 5,480139025 LOC100508226  HHSL751 
18  8063590  79,7322066  7,21523E‐05 0,021983704 5,412582602 PCK1  phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) 
51  7945680  57,46979511  0,000178812 0,021983704 5,221831249 H19 
H19, imprinted maternally expressed transcript (non‐
protein coding) 
140  7930498  40,01440325  0,000489381 0,021983704 5,211642719 ACSL5  acyl‐CoA synthetase long‐chain family member 5 
5712  7902400  6,142223151  0,019308592 0,022732035 5,197223222 SNORD45B  small nucleolar RNA, C/D box 45B 
4096  7982098  7,849260971  0,013636791 0,022384091 5,16335 SNORD109A  small nucleolar RNA, C/D box 109A 
4097  7981947  7,849260971  0,013636791 0,022384091 5,16335 SNORD109A  small nucleolar RNA, C/D box 109A 
2287  8048071  11,40257805  0,007516391 0,022096472 5,111576264 CPS1‐IT1  CPS1 intronic transcript 1 (non‐protein coding) 
881  7938133  18,96821201  0,002895505 0,021983704 5,023609051 DNHD1  dynein heavy chain domain 1 
180  8025522  36,79972512  0,000614863 0,021983704 4,911722536 C3P1  complement component 3 precursor pseudogene 
1576  8100798  14,12607462  0,00518242 0,022056024 4,910873388 SULT1B1  sulfotransferase family, cytosolic, 1B, member 1 
1126  7961173  17,12858901  0,003686043 0,022007311 4,868011804 KLRC4‐KLRK1  KLRC4‐KLRK1 readthrough 
1905  8101728  12,72931843  0,006252157 0,022056024 4,664188676 FAM13A  family with sequence similarity 13, member A 
498  8093166  24,0342319  0,001659504 0,021983704 4,620594757 PIGZ  phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class Z 
108  8009951  43,96469746  0,00037331 0,021983704 4,617981355 ITGB4  integrin, beta 4 
77  7978544  48,84728403  0,000276061 0,021983704 4,505229764 EGLN3  egl nine homolog 3 (C. elegans) 
5993  8156022  5,917762014  0,020365781 0,022853216 4,455233351 LOC642947  uncharacterized LOC642947 
1498  7938118  14,57410832  0,004912633 0,022056024 4,447723427 DNHD1  dynein heavy chain domain 1 






1337  8029914  15,53226167  0,004379333 0,022007311 4,417504153 C5AR2  complement component 5a receptor 2 
2475  8014903  10,88840815  0,00814694 0,022123283 4,373010626 GSDMB  gasdermin B 
2773  8073633  10,18563126  0,009141387 0,022169538 4,332529522 PNPLA3  patatin‐like phospholipase domain containing 3 
937  8129618  18,49609383  0,003080591 0,021983704 4,205240316 VNN1  vanin 1 
6091  7944834  5,837365646  0,020710857 0,022870037 4,18915109 OR8G2  olfactory receptor, family 8, subfamily G, member 2 
1626  7977933  13,86907164  0,005339273 0,022056024 4,161623231 SLC7A8 
solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, L 
system), member 8 
1022  8100758  17,8866156  0,003347241 0,021983704 4,151070753 UGT2B7  UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B7 
319  8179595  28,96185589  0,001069737 0,021983704 4,06793424 GABBR1  gamma‐aminobutyric acid (GABA) B receptor, 1 
888  8178298  18,88161107  0,002920601 0,021983704 4,045073868 GABBR1  gamma‐aminobutyric acid (GABA) B receptor, 1 
40  7912863  60,82483648  0,000144305 0,021983704 3,994263888 MST1L  macrophage stimulating 1‐like 
907  8128001  18,74953704  0,002980205 0,021983704 3,949135799 CGA  glycoprotein hormones, alpha polypeptide 
798  8027748  19,72071206  0,002628855 0,021983704 3,938092072 FXYD3  FXYD domain containing ion transport regulator 3 
24  7898357  71,52576441  9,09747E‐05 0,021983704 3,901872465 MST1P2 
macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor‐like) 
pseudogene 2 
740  8151092  20,39915394  0,002446905 0,021983704 3,901468477 CRH  corticotropin releasing hormone 
645  8020653  21,58440096  0,002142611 0,021983704 3,873414032 CABYR  calcium binding tyrosine‐(Y)‐phosphorylation regulated 
824  8124654  19,47404137  0,002713555 0,021983704 3,86305797 GABBR1  gamma‐aminobutyric acid (GABA) B receptor, 1 
243  8044813  32,33867045  0,000821909 0,021983704 3,84695153 TMEM37  transmembrane protein 37 
54  8153002  55,3610994  0,000191361 0,021983704 3,83098395 NDRG1  N‐myc downstream regulated 1 
82  8021047  47,95735783  0,000291746 0,021983704 3,829445518 SETBP1  SET binding protein 1 
450  7904244  24,80859097  0,001505788 0,021983704 3,81939041 MAB21L3  mab‐21‐like 3 (C. elegans) 






1125  8037205  17,13844651  0,003682906 0,022007311 3,811321271 CEACAM1 
carcinoembryonic antigen‐related cell adhesion molecule 1 
(biliary glycoprotein) 
2188  7923043  11,68009481  0,007187 0,02208267 3,792982619 KCNT2  potassium channel, subfamily T, member 2 
727  8084648  20,54257087  0,002406124 0,021983704 3,723010747 AHSG  alpha‐2‐HS‐glycoprotein 
78  8053654  48,58717467  0,000279198 0,021983704 3,646296258 FABP1  fatty acid binding protein 1, liver 
279  8049487  30,66266956  0,00093798 0,021983704 3,583811623 MLPH  melanophilin 
93  8087611  46,58479778  0,000326254 0,021983704 3,581361543 HYAL1  hyaluronoglucosaminidase 1 
1119  7926506  17,17011158  0,003664084 0,022007311 3,576173543 CACNB2  calcium channel, voltage‐dependent, beta 2 subunit 
1198  8171758  16,6220751  0,003930734 0,022007311 3,566915859 SCARNA9L  small Cajal body‐specific RNA 9‐like 
11  8095751  144,7084192  4,39188E‐05 0,021983704 3,552198926 PARM1  prostate androgen‐regulated mucin‐like protein 1 
4079  8125530  7,866232736  0,013580324 0,022384091 3,536076686 HLA‐DMB  major histocompatibility complex, class II, DM beta 
397  7973002  26,16924994  0,001326976 0,021983704 3,488339645 FLJ39632  uncharacterized LOC642477 
1015  8076113  17,91604138  0,003325282 0,021983704 3,4584499 FAM227A  family with sequence similarity 227, member A 
4033  8180078  7,928165588  0,013420334 0,022379765 3,428931682 HLA‐DMB  major histocompatibility complex, class II, DM beta 
6309  8159385  5,652525431  0,021526492 0,022950208 3,427322976 KIAA1984  KIAA1984 
414  8091402  25,74404197  0,001380306 0,021983704 3,412207392 TM4SF18  transmembrane 4 L six family member 18 
571  8008885  22,75152872  0,001904194 0,021983704 3,412195992 MIR21  microRNA 21 
2092  8053200  11,96475004  0,00686702 0,02207822 3,402728995 DQX1  DEAQ box RNA‐dependent ATPase 1 
1021  8026300  17,89495572  0,003344104 0,021983704 3,366981859 CD97  CD97 molecule 
724  8056611  20,57170695  0,002396712 0,021983704 3,351436003 LRP2  low density lipoprotein receptor‐related protein 2 
1388  8138592  15,2680502  0,00454246 0,022010753 3,349089887 TRA2A  transformer 2 alpha homolog (Drosophila) 
4965  8065948  6,836588223  0,016642093 0,022533161 3,299419273 FER1L4  fer‐1‐like 4 (C. elegans) pseudogene 






627  8146687  21,854852  0,002086144 0,021983704 3,287189176 ADHFE1  alcohol dehydrogenase, iron containing, 1 
2058  7905571  12,11900268  0,006750949 0,022058975 3,280630409 S100A9  S100 calcium binding protein A9 
395  7988414  26,19813884  0,001320701 0,021983704 3,27124392 GATM 
glycine amidinotransferase (L‐arginine:glycine 
amidinotransferase) 
2391  7968872  11,14286387  0,007870879 0,022123283 3,209421123 DNAJC15  DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 15 
284  8110183  30,45574248  0,000953666 0,021983704 3,182132153 CDHR2  cadherin‐related family member 2 
7037  8071049  5,117617  0,024293378 0,023220633 3,144195166 LINC00328  long intergenic non‐protein coding RNA 328 
3567  7961166  8,648638203  0,011817298 0,022271567 3,141687399 KLRC4  killer cell lectin‐like receptor subfamily C, member 4 
753  8152719  20,19479205  0,002487687 0,021983704 3,131283792 ANXA13  annexin A13 
2192  7961279  11,66701455  0,007202685 0,02208267 3,093986371 TAS2R14  taste receptor, type 2, member 14 
47  7985317  59,49436873  0,000166264 0,021983704 3,05777528 KIAA1199  KIAA1199 
4539  8095430  7,298644777  0,015136305 0,022427872 3,040304879 HTN3  histatin 3 
629  8077958  21,83828348  0,002092418 0,021983704 3,030752438 HDAC11  histone deacetylase 11 
6240  7907531  5,71162857  0,021272391 0,022926316 2,973850119 GPR52  G protein‐coupled receptor 52 
3729  7931473  8,386159539  0,012363146 0,022297103 2,967045337 C10orf91  chromosome 10 open reading frame 91 
2715  8077612  10,32613838  0,008940615 0,022145833 2,958683644 TTLL3  tubulin tyrosine ligase‐like family, member 3 
1311  8017766  15,70909378  0,004294632 0,022007311 2,956999717 APOH  apolipoprotein H (beta‐2‐glycoprotein I) 
1831  7951032  12,93056606  0,006016877 0,022056024 2,955025862 SNORA1  small nucleolar RNA, H/ACA box 1 
1240  8113709  16,21522705  0,004065627 0,022007311 2,952958294 LOX  lysyl oxidase 
41  7947744  60,30647306  0,000147442 0,021983704 2,952061813 LRP4  low density lipoprotein receptor‐related protein 4 
411  8113214  25,88645192  0,001370894 0,021983704 2,951585721 GLRX  glutaredoxin (thioltransferase) 
3550  8144228  8,66265238  0,011763968 0,022271567 2,936179478 FLJ36840  uncharacterized LOC645524 






5956  8169836  5,943454837  0,02022775 0,022844008 2,925165482 XPNPEP2 
X‐prolyl aminopeptidase (aminopeptidase P) 2, membrane‐
bound 
1217  8135069  16,42961241  0,003993475 0,022007311 2,923214958 SERPINE1 
serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen 
activator inhibitor type 1), member 1 
777  7961455  19,92533797  0,002562976 0,021983704 2,907579087 GUCY2C  guanylate cyclase 2C (heat stable enterotoxin receptor) 
2660  7961287  10,44084948  0,008758666 0,022133981 2,906292626 TAS2R19  taste receptor, type 2, member 19 
1364  8091778  15,38227852  0,004464034 0,022007311 2,889179502 SCARNA7  small Cajal body‐specific RNA 7 
3900  8097801  8,11733365  0,012959187 0,022349779 2,8875848 FAM160A1  family with sequence similarity 160, member A1 
6436  7952986  5,554676569  0,021978229 0,022967134 2,879519417 WNK1  WNK lysine deficient protein kinase 1 
717  8167185  20,62724928  0,002374753 0,021983704 2,877354819 TIMP1  TIMP metallopeptidase inhibitor 1 
285  7956301  30,43653795  0,000956803 0,021983704 2,863854813 LRP1  low density lipoprotein receptor‐related protein 1 
1818  7961281  12,98787556  0,005976096 0,022056024 2,83717315 TAS2R50  taste receptor, type 2, member 50 
3357  8010978  8,966379161  0,011102048 0,022244882 2,828655852 LOC100130876  uncharacterized LOC100130876 
94  8137526  46,44473196  0,000329391 0,021983704 2,823677414 INSIG1  insulin induced gene 1 
4573  7961291  7,257614873  0,015255513 0,022439008 2,794617589 TAS2R31  taste receptor, type 2, member 31 
599  7951030  22,3725827  0,001995169 0,021983704 2,791932617 SNORD6  small nucleolar RNA, C/D box 6 
5216  8180360  6,608435844  0,017523606 0,022595467 2,79046262 OR8G1  olfactory receptor, family 8, subfamily G, member 1 
4782  8112731  7,016837395  0,016011544 0,022521789 2,785950904 F2RL2  coagulation factor II (thrombin) receptor‐like 2 
3328  7909990  9,031691558  0,011011074 0,022244882 2,783143234 LOC100287934  uncharacterized LOC100287934 
315  7949503  29,07183141  0,001057189 0,021983704 2,759182715 EFEMP2  EGF containing fibulin‐like extracellular matrix protein 2 
926  8072876  18,60506563  0,003046083 0,021983704 2,756238232 LGALS1  lectin, galactoside‐binding, soluble, 1 
2258  8054054  11,47443909  0,007419142 0,022093235 2,747587331 ANKRD36B  ankyrin repeat domain 36B 






4064  8078605  7,887301895  0,013526994 0,022384091 2,738393319 C3orf35  chromosome 3 open reading frame 35 
5019  7924817  6,797869201  0,016814631 0,022533161 2,73144032 PRO2012  uncharacterized protein PRO2012 
4689  8041168  7,12163342  0,015675879 0,022486674 2,728439976 SNORD53  small nucleolar RNA, C/D box 53 




8039  7908488  4,443414977  0,028468802 0,023818879 2,721490856 CFHR1  complement factor H‐related 1 
5446  8132439  6,390945133  0,018345516 0,022658246 2,702595667 C7orf10  chromosome 7 open reading frame 10 
2510  7896754  10,79017252  0,008266148 0,022123283 2,692719178 LOC100287934  uncharacterized LOC100287934 
2827  7960544  10,06810179  0,009329611 0,022181314 2,692115398 VAMP1  vesicle‐associated membrane protein 1 (synaptobrevin 1) 
1196  8087447  16,63386543  0,00392446 0,022007311 2,678765774 MST1  macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor‐like) 
2097  7985248  11,94949309  0,00688898 0,02208267 2,675293625 KIAA1024  KIAA1024 
289  7964246  30,32306076  0,000969351 0,021983704 2,665071282 SNORD59B  small nucleolar RNA, C/D box 59B 
2465  7960728  10,93834214  0,008115569 0,022123283 2,657551496 SCARNA12  small Cajal body‐specific RNA 12 
3286  8049349  9,097976068  0,01087618 0,022244882 2,656398318 UGT1A1  UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A1 
3500  8104139  8,718256865  0,01159143 0,022271567 2,654693474 LOC389834  ankyrin repeat domain 57 pseudogene 
993  8068361  18,08670519  0,003256266 0,021983704 2,649227241 SLC5A3 
solute carrier family 5 (sodium/myo‐inositol cotransporter), 
member 3 
7463  8136645  4,804182198  0,026028171 0,023458991 2,648520793 TAS2R4  taste receptor, type 2, member 4 
380  7926368  26,98490292  0,001270509 0,021983704 2,638244156 VIM  vimentin 
306  8071861  29,39998616  0,001025818 0,021983704 2,630085843 SUSD2  sushi domain containing 2 
406  7902565  25,94394384  0,001355209 0,021983704 2,607634898 LPHN2  latrophilin 2 
271  7974461  31,04447957  0,000912884 0,021983704 2,607582667 LGALS3  lectin, galactoside‐binding, soluble, 3 






2210  8042195  11,61299139  0,007259152 0,02208267 2,595274113 AHSA2 
AHA1, activator of heat shock 90kDa protein ATPase 
homolog 2 (yeast) 
1378  7987279  15,3218692  0,00451109 0,022010753 2,592160283 GOLGA8B  golgin A8 family, member B 
1056  7987248  17,62692797  0,003453901 0,021983704 2,589349186 GOLGA8B  golgin A8 family, member B 
2527  8043697  10,74720273  0,008325752 0,022123283 2,586596782 ANKRD36B  ankyrin repeat domain 36B 
874  8062728  19,07908947  0,002873545 0,021983704 2,574354776 SGK2  serum/glucocorticoid regulated kinase 2 
2402  7935188  11,10211859  0,007908523 0,022123283 2,56894525 SORBS1  sorbin and SH3 domain containing 1 
622  7902396  21,89471208  0,002070458 0,021983704 2,556575493 SNORD45C  small nucleolar RNA, C/D box 45C 
6556  7929478  5,45548561  0,022451925 0,023032636 2,550176929 CYP2C19  cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 19 
8548  8043687  4,148549433  0,030777677 0,024219005 2,542449544 ANKRD36  ankyrin repeat domain 36 
721  8172722  20,57668721  0,002390438 0,021983704 2,541077364 MAGED4  melanoma antigen family D, 4 
722  8167673  20,57668721  0,002390438 0,021983704 2,541077364 MAGED4  melanoma antigen family D, 4 
1362  8098204  15,39541898  0,00445776 0,022007311 2,536335958 CPE  carboxypeptidase E 
503  8063923  23,98624109  0,001675189 0,021983704 2,526701179 SLCO4A1 
solute carrier organic anion transporter family, member 
4A1 
1221  8073015  16,39977412  0,004006023 0,022007311 2,525103678 KDELR3 
KDEL (Lys‐Asp‐Glu‐Leu) endoplasmic reticulum protein 
retention receptor 3 
1507  7914216  14,54864242  0,004947141 0,022056024 2,523725729 SNORA16A  small nucleolar RNA, H/ACA box 16A 
5141  8001748  6,670372537  0,017272642 0,022591291 2,522468596 SNORA50  small nucleolar RNA, H/ACA box 50 
6847  8160912  5,251699752  0,023546758 0,023131544 2,521863427 C9orf131  chromosome 9 open reading frame 131 
872  7970251  19,10123785  0,002867271 0,021983704 2,518257769 PROZ  protein Z, vitamin K‐dependent plasma glycoprotein 
4224  7981976  7,659976118  0,014069705 0,022403516 2,513192951 SNORD116‐14  small nucleolar RNA, C/D box 116‐14 
674  7929466  21,14616391  0,002236722 0,021983704 2,496846987 CYP2C18  cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 18 






1871  8171760  12,82412336  0,00614236 0,022056024 2,491747881 SCARNA9L  small Cajal body‐specific RNA 9‐like 
4858  8150877  6,938921595  0,016278194 0,022533161 2,488328318 SNORD54  small nucleolar RNA, C/D box 54 
113  8053834  43,32472824  0,000395269 0,021983704 2,479350674 ANKRD36B  ankyrin repeat domain 36B 
3497  8135902  8,719461457  0,011578881 0,022271497 2,471290542 SND1‐IT1  SND1 intronic transcript 1 (non‐protein coding) 
2789  7989476  10,16710912  0,009194717 0,022174802 2,465210186 FLJ38723  uncharacterized FLJ38723 
1979  8140782  12,42446619  0,006490573 0,022056024 2,464031258 ABCB1  ATP‐binding cassette, sub‐family B (MDR/TAP), member 1 
781  8065920  19,89866268  0,002575525 0,021983704 2,459759288 FER1L4  fer‐1‐like 4 (C. elegans) pseudogene 
804  8135915  19,66601852  0,002647677 0,021983704 2,450939532 HILPDA  hypoxia inducible lipid droplet‐associated 
1530  7980316  14,42462631  0,005019293 0,022056024 2,449833981 TGFB3  transforming growth factor, beta 3 
7846  8131042  4,557751157  0,027609248 0,02366929 2,444270879 FLJ44124  uncharacterized LOC641737 
4365  8059708  7,49947354  0,014555949 0,022421244 2,443312633 SNORA75  small nucleolar RNA, H/ACA box 75 
290  8075924  30,32268205  0,000972488 0,021983704 2,441926498 MFNG 
MFNG O‐fucosylpeptide 3‐beta‐N‐
acetylglucosaminyltransferase 
480  8137739  24,27716831  0,0015999 0,021983704 2,439796145 INTS1  integrator complex subunit 1 
7312  7908312  4,899207074  0,025419582 0,023383289 2,43160898 PRG4  proteoglycan 4 
3129  8092691  9,429899876  0,010330332 0,022206488 2,424865477 BCL6  B‐cell CLL/lymphoma 6 
6042  8038326  5,887354721  0,020532045 0,02285733 2,4225052 SLC6A16  solute carrier family 6, member 16 
751  8017599  20,24916029  0,002481413 0,021983704 2,41950695 PECAM1  platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 
176  8086961  37,17789854  0,000602315 0,021983704 2,417650149 PFKFB4  6‐phosphofructo‐2‐kinase/fructose‐2,6‐biphosphatase 4 
1335  7938880  15,54041069  0,004373059 0,022007311 2,414851945 HTATIP2  HIV‐1 Tat interactive protein 2, 30kDa 
4490  7925561  7,360288143  0,014970041 0,022426506 2,413601958 COX20  COX20 Cox2 chaperone homolog (S. cerevisiae) 
8005  7969794  4,464522498  0,028283716 0,023765886 2,402588364 LOC100132099  FRSS1829 






5369  8013268  6,465444163  0,018072592 0,022640994 2,396642288 FAM106A  family with sequence similarity 106, member A 
1566  7964927  14,20469081  0,005147912 0,022056024 2,390264271 TSPAN8  tetraspanin 8 
3397  8053801  8,901151371  0,011236942 0,022248023 2,384087545 ANKRD36  ankyrin repeat domain 36 
4058  8045030  7,896720935  0,013501898 0,022379765 2,379410702 MYO7B  myosin VIIB 
1093  7938390  17,31083801  0,003576246 0,022003636 2,375597672 ADM  adrenomedullin 
3150  7911799  9,382241026  0,010408759 0,022224755 2,374900999 MEGF6  multiple EGF‐like‐domains 6 
2349  8025601  11,24524388  0,007726574 0,022123283 2,371563347 ICAM1  intercellular adhesion molecule 1 
3292  8141843  9,085891658  0,01089814 0,022244882 2,369274714 RASA4  RAS p21 protein activator 4 
2421  8084708  11,03971198  0,007971265 0,022123283 2,354165692 SNORA4  small nucleolar RNA, H/ACA box 4 
6770  7946286  5,30740763  0,023264423 0,023110858 2,348539069 OR2D2  olfactory receptor, family 2, subfamily D, member 2 
4076  7903022  7,871862581  0,013570913 0,022384091 2,347295276 SNORD21  small nucleolar RNA, C/D box 21 
5239  8005687  6,58789113  0,017611444 0,022605305 2,343299058 FAM106A  family with sequence similarity 106, member A 
1978  8120719  12,42514256  0,006487436 0,022056024 2,341402481 CD109  CD109 molecule 
773  7973084  19,96345698  0,002550428 0,021983704 2,340473434 ANG  angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 
3171  8048205  9,345780312  0,010477774 0,022224755 2,335125819 IGFBP2  insulin‐like growth factor binding protein 2, 36kDa 
2050  8031176  12,14377825  0,006725852 0,022058975 2,334538201 LENG8  leukocyte receptor cluster (LRC) member 8 
754  7971565  20,18864423  0,002490824 0,021983704 2,334268516 LPAR6  lysophosphatidic acid receptor 6 
1879  8084496  12,80912326  0,006167456 0,022056024 2,331303626 CHRD  chordin 
533  7970241  23,44884664  0,001775575 0,021983704 2,328525308 F10  coagulation factor X 
294  8106280  30,12960295  0,000985036 0,021983704 2,319951085 HMGCR  3‐hydroxy‐3‐methylglutaryl‐CoA reductase 
611  8068353  22,16912401  0,002035951 0,021983704 2,317442699 SLC5A3 
solute carrier family 5 (sodium/myo‐inositol cotransporter), 
member 3 






1239  8091283  16,21572816  0,00406249 0,022007311 2,302225139 PLOD2  procollagen‐lysine, 2‐oxoglutarate 5‐dioxygenase 2 
1601  8044766  13,98175394  0,005260846 0,022056024 2,301868533 INSIG2  insulin induced gene 2 
4856  8089596  6,941511258  0,01627192 0,022533161 2,296414689 WDR52  WD repeat domain 52 
5247  8005231  6,580997544  0,01763654 0,022605305 2,291285481 FAM106CP  family with sequence similarity 106, member C pseudogene 
835  8129937  19,3982569  0,002748063 0,021983704 2,287073037 CITED2 
Cbp/p300‐interacting transactivator, with Glu/Asp‐rich 
carboxy‐terminal domain, 2 
1859  8074856  12,8529624  0,006104715 0,022056024 2,282992069 PRAME  preferentially expressed antigen in melanoma 
5349  8131263  6,47483577  0,018006713 0,022640994 2,282031064 SNORD13P2  small nucleolar RNA, C/D box 13 pseudogene 2 
3578  8110666  8,624627149  0,011854942 0,022271567 2,280782363 TRIM52  tripartite motif containing 52 
4971  7977456  6,831630897  0,016660915 0,022533161 2,275764858 POTEG  POTE ankyrin domain family, member G 
607  8083240  22,22934135  0,002020265 0,021983704 2,272518498 AGTR1  angiotensin II receptor, type 1 
297  8074927  29,90872713  0,000994447 0,021983704 2,27018732 GUSBP11  glucuronidase, beta pseudogene 11 
3305  8123658  9,060602422  0,010938921 0,022244882 2,270089475 SLC22A23  solute carrier family 22, member 23 
1323  8102328  15,60406007  0,004332277 0,022007311 2,265175166 CFI  complement factor I 
523  7967210  23,5493576  0,00173793 0,021983704 2,260190613 LOC338799  uncharacterized LOC338799 
8837  8162884  4,007234655  0,032098378 0,024431482 2,256831679 ALDOB  aldolase B, fructose‐bisphosphate 
1245  7920664  16,16458872  0,004081313 0,022007311 2,255054779 THBS3  thrombospondin 3 
4732  7972983  7,084000393  0,015829595 0,022500539 2,244155851 POTEM  POTE ankyrin domain family, member M 
1457  8180086  14,84007694  0,004771465 0,02201175 2,244119972 HLA‐DMA  major histocompatibility complex, class II, DM alpha 
1458  8178884  14,84007694  0,004771465 0,02201175 2,244119972 HLA‐DMA  major histocompatibility complex, class II, DM alpha 
1427  8123364  15,02912421  0,004674217 0,02201175 2,243264134 CCR6  chemokine (C‐C motif) receptor 6 
1709  8041204  13,48763199  0,005627882 0,022056024 2,242720148 SNORA10  small nucleolar RNA, H/ACA box 10 






5167  7980891  6,648850196  0,017357342 0,022591291 2,234778516 TC2N  tandem C2 domains, nuclear 
1321  8078014  15,60655477  0,004326003 0,022007311 2,231799192 SLC6A6 
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, 
taurine), member 6 
989  7922174  18,14272172  0,003243718 0,021983704 2,224010953 F5  coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) 
4615  8074170  7,213627445  0,015396681 0,022440035 2,213651756 POTEM  POTE ankyrin domain family, member M 
10390  8120271  3,257051602  0,041060953 0,026582661 2,212811384 FBXO9  F‐box protein 9 
2719  8030366  10,30891874  0,008953164 0,022145833 2,210086118 SNORD35A  small nucleolar RNA, C/D box 35A 
5486  8166747  6,350627232  0,018499231 0,022682079 2,20858639 SYTL5  synaptotagmin‐like 5 
864  8180326  19,16791913  0,002842175 0,021983704 2,207540935 BAGE4  B melanoma antigen family, member 4 
5824  7944843  6,050784875  0,019732095 0,022788736 2,206107681 OR8A1  olfactory receptor, family 8, subfamily A, member 1 
1112  8155083  17,20192053  0,003642124 0,022007311 2,204537192 CA9  carbonic anhydrase IX 
3205  8112033  9,268897441  0,010593845 0,02223082 2,203739414 ARL15  ADP‐ribosylation factor‐like 15 
2553  7951036  10,68144392  0,008407316 0,022123283 2,201887115 SNORD5  small nucleolar RNA, C/D box 5 
1213  8138527  16,4436804  0,003980927 0,022007311 2,201673388 STEAP1B  STEAP family member 1B 
5392  8069487  6,44213181  0,018160429 0,022648251 2,200874915 BAGE2  B melanoma antigen family, member 2 
1543  8125537  14,35146497  0,005066349 0,022056024 2,200599296 HLA‐DMA  major histocompatibility complex, class II, DM alpha 
4581  7942594  7,249250687  0,015283747 0,022439008 2,199685333 SNORD15B  small nucleolar RNA, C/D box 15B 
3584  8111932  8,613255637  0,011873765 0,022271567 2,195732256 CCL28  chemokine (C‐C motif) ligand 28 
3148  7935780  9,392083293  0,010402485 0,022224755 2,193561125 SEC31B  SEC31 homolog B (S. cerevisiae) 
1287  7961175  15,88707342  0,004219343 0,022007311 2,192757391 KLRC3  killer cell lectin‐like receptor subfamily C, member 3 
5364  7962895  6,466328444  0,018056906 0,022640994 2,191627905 FKBP11  FK506 binding protein 11, 19 kDa 
1279  8082797  15,91923112  0,00419111 0,022007311 2,191263199 TF  transferrin 






1289  8180328  15,8767722  0,004225617 0,022007311 2,178032054 BAGE2  B melanoma antigen family, member 2 
7283  8123843  4,9236914  0,025287825 0,023354409 2,17688103 OFCC1  orofacial cleft 1 candidate 1 
1462  7920928  14,81299876  0,004787151 0,022021162 2,17658323 PAQR6  progestin and adipoQ receptor family member VI 
10922  8120269  3,038305914  0,044947768 0,027681583 2,176571543 FBXO9  F‐box protein 9 
805  8177544  19,66086069  0,002650814 0,021983704 2,171711006 GUSBP3  glucuronidase, beta pseudogene 3 
4367  8062461  7,498550867  0,014562224 0,022421244 2,170448018 LBP  lipopolysaccharide binding protein 
667  8163775  21,25868788  0,002214763 0,021983704 2,169179982 MEGF9  multiple EGF‐like‐domains 9 
10866  8096704  3,060763  0,044521128 0,027558952 2,166223038 NPNT  nephronectin 
1001  8180325  18,06645187  0,003281363 0,021983704 2,165180261 BAGE5  B melanoma antigen family, member 5 
5161  7990027  6,65243133  0,017335383 0,022591291 2,163996615 ANP32A‐IT1  ANP32A intronic transcript 1 (non‐protein coding) 
197  7935230  35,03159506  0,000668193 0,021983704 2,161294062 ALDH18A1  aldehyde dehydrogenase 18 family, member A1 
42  8047778  60,0402026  0,000150579 0,021983704 2,161157717 SNORD51  small nucleolar RNA, C/D box 51 
521  8111941  23,58160149  0,001731656 0,021983704 2,15594053 HMGCS1  3‐hydroxy‐3‐methylglutaryl‐CoA synthase 1 (soluble) 
1694  7975779  13,56398938  0,005568278 0,022056024 2,152434121 FOS  FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 
744  8173979  20,35114985  0,002459454 0,021983704 2,150392388 NOX1  NADPH oxidase 1 
9684  8045423  3,589284085  0,036590645 0,025415148 2,150021562 SNORA40  small nucleolar RNA, H/ACA box 40 
833  8167749  19,42312495  0,002741789 0,021983704 2,14799202 FAM156A  family with sequence similarity 156, member A 
6536  7981960  5,476934569  0,022367224 0,023017458 2,145083883 SNORD116‐6  small nucleolar RNA, C/D box 116‐6 
1163  8139977  16,83447054  0,003814663 0,022007311 2,143173021 STAG3L3  stromal antigen 3‐like 3 
758  8009526  20,14469591  0,002503372 0,021983704 2,140589772 SSTR2  somatostatin receptor 2 
616  8141950  22,04159446  0,002051636 0,021983704 2,140074219 RELN  reelin 






7772  8133961  4,600444324  0,027311228 0,023634882 2,134693461 RUNDC3B  RUN domain containing 3B 
3250  8062190  9,171102527  0,010750698 0,022244882 2,133408413 SPAG4  sperm associated antigen 4 
100  7991602  45,5191681  0,000348213 0,021983704 2,130494259 PCSK6  proprotein convertase subtilisin/kexin type 6 
2340  8058869  11,25990184  0,00769834 0,022123283 2,129214982 TNS1  tensin 1 
3118  8165345  9,462652209  0,010292688 0,022201858 2,122296232 ABCA2  ATP‐binding cassette, sub‐family A (ABC1), member 2 
4117  8018975  7,821654186  0,013705807 0,022384091 2,121915891 LGALS3BP  lectin, galactoside‐binding, soluble, 3 binding protein 
545  8132036  23,22057893  0,001816357 0,021983704 2,120306136 WIPF3  WAS/WASL interacting protein family, member 3 
2022  8106354  12,26614784  0,006638015 0,022058975 2,117826267 IQGAP2  IQ motif containing GTPase activating protein 2 
1288  8140196  15,87867916  0,00422248 0,022007311 2,11571797 STAG3L2  stromal antigen 3‐like 2 
8510  7956522  4,167804115  0,030602001 0,024187931 2,111671852 KIF5A  kinesin family member 5A 
3976  8055952  8,003547855  0,013225837 0,022373014 2,111634438 NR4A2  nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 
1152  8112469  16,91235409  0,003777018 0,022007311 2,111311376 GUSBP3  glucuronidase, beta pseudogene 3 
2228  8108006  11,57068318  0,007315619 0,02208267 2,111141309 LEAP2  liver expressed antimicrobial peptide 2 
3151  8009301  9,38069704  0,010411896 0,022224755 2,108664866 PRKCA  protein kinase C, alpha 
882  7993458  18,96760849  0,002898642 0,021983704 2,107598172 C16orf45  chromosome 16 open reading frame 45 
20  8059955  77,37089702  7,84265E‐05 0,021983704 2,107134815 RAB17  RAB17, member RAS oncogene family 
7522  7978260  4,765194359  0,026288547 0,023508137 2,106337748 DHRS1  dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 
1909  8129666  12,71781065  0,006264705 0,022056024 2,103832294 SLC2A12 
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 
member 12 
164  8034108  37,90351073  0,00056467 0,021983704 2,103519639 YIPF2  Yip1 domain family, member 2 
8151  8100808  4,375205339  0,028955046 0,023894179 2,102882513 SULT1E1  sulfotransferase family 1E, estrogen‐preferring, member 1 
1535  8054308  14,38698648  0,005041252 0,022056024 2,102304825 TBC1D8  TBC1 domain family, member 8 (with GRAM domain) 






5636  7938366  6,214996152  0,019032531 0,022714885 2,099854752 WEE1  WEE1 homolog (S. pombe) 
1025  7900488  17,87470915  0,003356652 0,021983704 2,099130707 MIR30E  microRNA 30e 
322  7931852  28,87215155  0,001079148 0,021983704 2,098179593 TUBAL3  tubulin, alpha‐like 3 
1065  8076223  17,52555733  0,003482134 0,021983704 2,091352463 SNORD43  small nucleolar RNA, C/D box 43 
277  8151795  30,82774581  0,000931706 0,021983704 2,090899155 CDH17  cadherin 17, LI cadherin (liver‐intestine) 
2973  7961182  9,753214353  0,009806444 0,02218533 2,085611632 KLRC2  killer cell lectin‐like receptor subfamily C, member 2 
2448  8139482  10,96691968  0,008059102 0,022123283 2,084833974 SNORA5A  small nucleolar RNA, H/ACA box 5A 
3949  8013272  8,032877464  0,013137999 0,022373014 2,080781507 CCDC144A  coiled‐coil domain containing 144A 
1867  7961891  12,82847315  0,006129811 0,022056024 2,073810516 BHLHE41  basic helix‐loop‐helix family, member e41 
5752  8010137  6,111543155  0,019446623 0,022740183 2,071775656 SCARNA16  small Cajal body‐specific RNA 16 
1023  7986428  17,88057544  0,003350378 0,021983704 2,071135344 LOC400464  uncharacterized LOC400464 
802  7991374  19,67651538  0,002641403 0,021983704 2,067102299 IDH2  isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial 
1787  7912839  13,11354093  0,00587571 0,022056024 2,064690109 CROCCP2  ciliary rootlet coiled‐coil, rootletin pseudogene 2 
2157  8180327  11,75617156  0,007086614 0,02208267 2,062109747 BAGE3  B melanoma antigen family, member 3 
3755  7937314  8,335967885  0,012447846 0,022297103 2,059127516 ATHL1  ATH1, acid trehalase‐like 1 (yeast) 
1039  8139488  17,78013744  0,003400571 0,021983704 2,058384016 IGFBP3  insulin‐like growth factor binding protein 3 
2449  7981986  10,96594201  0,008065376 0,022123283 2,051851027 SNORD116‐17  small nucleolar RNA, C/D box 116‐17 
2450  7981982  10,96594201  0,008065376 0,022123283 2,051851027 SNORD116‐17  small nucleolar RNA, C/D box 116‐17 
3077  8159006  9,540060713  0,010157794 0,022196767 2,049855501 SNORD36B  small nucleolar RNA, C/D box 36B 
8349  8070421  4,260758446  0,02984597 0,02404528 2,048220343 DSCAM  Down syndrome cell adhesion molecule 
11363  7961151  2,868603562  0,048875365 0,028932234 2,046612075 KLRK1  killer cell lectin‐like receptor subfamily K, member 1 






2105  7961187  11,91687022  0,00692035 0,02208267 2,0419179 KLRC1  killer cell lectin‐like receptor subfamily C, member 1 
3316  7951034  9,046765963  0,010973429 0,022244882 2,040674361 SNORA8  small nucleolar RNA, H/ACA box 8 
846  8172813  19,30021706  0,002782571 0,021983704 2,039697658 FAM156A  family with sequence similarity 156, member A 
5467  7921344  6,37010605  0,018427079 0,022671272 2,031404962 ELL2  elongation factor, RNA polymerase II, 2 
1052  8070286  17,65905122  0,003441353 0,021983704 2,030458659 DSCR4  Down syndrome critical region gene 4 
1167  8113003  16,80203078  0,003827211 0,022007311 2,029871851 FLJ11292  uncharacterized protein FLJ11292 
2890  7910047  9,922579844  0,009536657 0,022181314 2,029863737 DNAH14  dynein, axonemal, heavy chain 14 
942  8179291  18,47153146  0,00310255 0,021983704 2,027112093 APOM  apolipoprotein M 
943  8178043  18,47153146  0,00310255 0,021983704 2,027112093 APOM  apolipoprotein M 
944  8118209  18,47153146  0,00310255 0,021983704 2,027112093 APOM  apolipoprotein M 
990  8150988  18,12097927  0,003246855 0,021983704 1,817934199 ASPH  aspartate beta‐hydroxylase 
3267  7929779  9,141286693  0,010810302 0,022244882 1,39687915 ABCC2  ATP‐binding cassette, sub‐family C (CFTR/MRP), member 2 
6342  8020795  5,628005787  0,021645701 0,022955759 1,31528913 TTR  transthyretin 
10766  8173189  3,103149758  0,043727452 0,027320256 1,191016421 SPIN2B  spindlin family, member 2B 
9294  8035351  3,78297025  0,034422938 0,024913241 1,136724234 JAK3  Janus kinase 3 










un  proceso  de  muerte  filogenéticamente  conservado  y  bioquímicamente 
estereotipado.  En  años  recientes  se  ha  visto  un  considerable  aumento  en  el 
conocimiento relacionado con las vías centrales de la apoptosis en el cáncer, así  
como su papel en  la superviviencia celular y  la resistencia a  los fármacos. En  la 
actualidad  se  han  empezado  a  entender  e  identificar  como  objetivos  clínicos 
estas vías clave. 
Desde  su  descubrimiento,  los  alquilfosfolípidos  han  sido  una  herramienta  de 
investigación debido a sus propiedades antitumorales y en especial la edelfosina 
[154, 193, 194], cuyo mecanismo de acción  ha resultado ser la activación de la 
maquinaria apoptótica en  las células  tumorales de manera selectiva  [162, 163, 
171‐173, 195, 196]. 




En  tumores  hematológicos  la  acción  de  la  edelfosina  se  dirige  a  través  del 
reclutamiento  de  receptores  de muerte  FAS/CD95  y  TRAIL,  en microdominios 
lipídicos de membrana tipo “rafts”[154, 171, 173, 175, 197, 198], mientras que 












buscando de esta manera ubicar  a  la edelfosina  como una posible  alternativa 
terapéutica al tratamiento actual del carcinona hepatocelular. 
Nuestros resultados  indican que  la edelfosina  induce distintos tipos   de muerte 
celular en un mismo tipo de cáncer, en éste caso cáncer hepático, teniendo en 
cuenta  las  observaciones morfológicas  llevadas  a  cabo,  los  análisis mediante 











como  la  caspasa‐3  y  la  fragmentación  de  su  diana  PARP.  Además  pudimos 
comprobar que el proceso apoptótico originado en esta línea es dependiente de 






Sin  embargo  al  ser  inhibida  la  familia  de  las  capasas  no  se  observó  una 
disminución significativa en el porcentaje de células en fase sub‐G0/G1, poniendo 
de  manifiesto  el  hecho  de  que  la  muerte  generada  en  esta  línea  no  es 
dependiente de caspasas y que adicionalmente a  la apoptosis son otra u otras 
las  rutas  alternativas  de  muerte  que  se  encuentran  activadas,  las  cuáles  se 
identificarón más  adelante en este  trabajo.  La  línea PLC/PRF/5  celular,  la  cual 
resultó  ser  la más  resistente  al  tratamiento  con  edelfosina, mostró  desde  el 
principio  en  los  análisis  citométricos  que  la  degradación  en  el  DNA  era 
relativamente  baja,  y  adicionalmente  se  podían  detectar  los  indicadores  de 
activación  de  proteínas  clásicas  en  procesos  apoptóticos,  incluso  trans 







Determinados  procesos  morfológicos  característicos  en  las  células  ponen  de 
manifiesto  el  proceso  de muerte  que  sufren,  entre  ellos  la  integridad  de  la 
membrana celular, que es sin duda el  indicador más  importante de un proceso 
de necrosis [150, 199]. 
Mediante  ensayos  de  incorporación  de  yoduro  de  propidio  en  células  sin 
permeabilizar,  se  observó  que  la  edelfosina  induco  un  aumento  de  la 
permeabilidad  de  la membrana  en  las  células  PLC/PRF/5  y Huh7,  que  no  era 
inhibida  por  el  inhibidor  general  de  caspasas  z‐VAD‐fmk,  lo  cual  es  una 







tratadas  con  edelfosina,  o  bien  que  la  sensibilidad  por  parte  de  esas  líneas 
celulares era distinta, siendo más probable la existencia de procesos necróticos. 
En otro tipo de tumorescomo  los de mama y glioblastoma, también se ha visto 
que procesos necróticos están presentes como una  ruta que  la  célula  tumoral 
sigue  al  ser  tratada  con  edelfosina,  trabajos  realizados  con  anterioridad  en 
nuestro laboratorio así lo demuestran [200, 201] 
La autofagia, es un proceso evolutivamente conservado y es el responsable no 
solo  de  la  degradación  de  proteínas  (como  fue  inicialmente  descrita)  sino 
también del reciclaje y degradación de orgánulos y material citoplasmático [202‐
204], es un proceso que participa en varias enfermedades como el cáncer [205] 
y  enfermedades  neurodegenerativas  [206],  entre  otras.  Quisimos  saber  si  la 
autofagia tenía algún papel en la muerte celular y por lo tanto sería un proceso 








que  impiden  la degradación de  los autofagosomas  (cloroquina y bafilomicina), 
en los experimentos realizados por western blot, observamos un aumento en la 
formación  de  LC3  II  tras  la  combinación  de  la  edelfosina  con  los  inhibidores 
lisosomales cloroquina y bafilomicina, indicando la inducción de autofagia por el 
éter‐lípido [208]. 
Puesto  que  el  tratamiento  con  edelfosina  produce  autofagia  en  las  células 
PLC/PRF/5 y Huh7, y que no ejerce un papel en  la muerte celular;  la autofagia 
participa  como  un  mecanismo  de  bloqueo  en  los  tipos  de  muerte  que  la 
edelfosina  induce en  las células, y que  la resistencia de  las  líneas celulares a  la 








que  existe  una  relación  entre  la  variación  en  la  concentración  del  calcio 







simultanea  varias  rutas  de  muerte,  decidimos  estudiar  su  implicación  en  la 
muerte  generada  por  edelfosina  en  las  líneas  de  cáncer  de  hígado.  Los 
resultados obtenidos del experimento de medición de calcio  intracelular con  la 
sonda Fluo‐4 mostraron que en las líneas celulares PLC/PRF/5 y HepG2, se había 




porcentaje de células apoptóticas en  la  línea HepG2. Estos  resultados sugieren 
que un incremento en la concentración del calcio libre intracelular puede tener 
un  papel  en  el  mecanismo  de  acción  de  la  edelfosina  en  estas  células.  Sin 
embargo para  la  línea más resistente al tratamiento con edelfosina PLC/PRF/5, 
por  el  contrario,  esa  deprivación  de  calcio  no  representó  una  disminución 
significativa  en  la muerte,    indicando  que  probablemente  el  calcio  no  sea  un 
factor clave en la muerte celular inducida en éstas células. 
Otros  trabajos, describen que un aumento en  la  concentración de calcio en el 
citoplasma puede ser un factor determinante para  la muerte celular y también 
para  la  implicación  de  distintos  compartimentos  celulares,  como  el  RE  o  la 
mitocondria, produciendo un aumento de ROS y  favoreciendo una apertura en 
los poros de transición de permeabilidad mediado por calcio [209]. 
El  RE  representa  el  principal  compartimento  celular  encargado  del 
almacenamiento masivo del calcio, y en estudios previos se ha reportado que la 
edelfosina originaba un estrés en el RE en varios tumores sólidos [159, 162, 176], 
debido  a  su  acumulación  en  esta  localización  celular.  Considerando  muy 
posiblemente  que  en  la  línea  celular  HepG2  estuviese  ocurriendo  el  mismo 
fenómeno, determinamos carios marcadores de estrés de RE mediante western 
blot, como  la activación de la caspasa 4 y otras proteínas cacterísticas de estrés 
en el  retículo como el  factor de  transcripción CHOP‐GADD153 encargado de  la 
síntesis de proteínas, y GRP78 que es una proteína que  se activa  luego de un 
estrés en el  retículo como  respuesta a proteínas no plegadas o del  inglés UPR 




integral  de  la membrana  del  RE,  es  fragmentada  por  acción  de  la  caspasa  8, 










trabajo  indican  una  leve  activación  de  caspas  4  y  un  ligero  incremento  en  la 








Desde  hace  varios  años,  en  nuestro  laboratorio  se  han  llevado  a  cabo 
investigaciones  en  donde  se  ha  concluido  que  la mitocondria  juega  un  papel 
crucial  en  los mecanismos  de muerte  celular  inducida  por  edelfosina  y  otros 




da  lugar a un estrés generalizado en  la célula, y  la alteración de estos procesos 
en  la mitocondria conllevan a  la activación de proteínas de  la  familia Bcl‐2,  las 
cuales  ejercen  su  acción  sobre  este  organelo.  Esta  cadena  de  eventos  lleva 
finalmente a  la  liberación de proteínas   de tipo proapoptótico, con  la posterior 
formación del apoptosoma que es quien  finalmente activará  la caspasa 9 para 
continuar con la ruta apoptótica [218]. Aunque solamente utilizamos una de las 
líneas de  cáncer de hígado para estudiar en ella  con más profundidad  la  ruta 
mitocondrial,  la  línea HepG2, por presentar  rasgos de apoptosis  típica, con  las 
tres  líneas  en  paralelo  se  realizaron  estudios  para  analizar  los  cambios  en  el 
potencial de la membrana mitocondrial, así como de producción de ROS. En las 
líneas de cáncer de hígado HepG2 y PLC/PRF/5, se encontró que a  las 15 horas 
de  tratamiento  había  una  elevada  pérdida  del  potencial  de  membrana 
mitocondrial y un  ligero aumento en  la concentración de ROS. Contrariamente, 
en  la  línea  Huh7,  desde  las  15  horas  observamos  un  elevado  aumento  en  la 
cantidad de ROS producida y una ligera y casi inapreciable pérdida del potencial 
en  la  membrana  mitocondrial.  La  detección  de  estas  variaciones  en  los 
porcentajes  indica  una  disfunción  generalizada  en  la  mitocondria,  lo  que 
finalmente  permitirá  que,  mediante  la  apertura  del  poro  de  permeabilidad 
mitocondrial,  se  liberen  proteínas  activadoras  de  la  apoptosis.  Resultados 
adicionales  en  otros  modelos  biológicos  de  estudio  como  la  levadura 
Saccharomyces  cerevisiae,  sugieren  un  papel  importante  de  la  generación  de 







estado generalizado de daño en  la  célula,  con  la  consecuente activación de  la 
ruta apoptótica [219]. 
En este  trabajo hemos descrito que  la  inhibición en  la producción de ROS con 
agentes  antioxidantes  como NAC,  reduce de manera  significativa  la  apoptosis 
generada por edelfosina en células de cáncer de hígado,  lo cual posiciona a  la 
generación de ROS como un evento de gran  importancia en  la  iniciación de  la 
respuesta apoptotica  inducida por edelfosina en células de cáncer hepático,  lo 
que  está  en  consonancia  con  otros  estudios  de  acción  citotóxica  en  procesos 
patológicos de hígado [218, 220]. 
La activación de la caspasa 9 es una de las ultimas fases de la apoptosis a través 








familia  Bcl‐2,  las  cuales  regulan  la  apoptosis  ejerciendo  su  acción  sobre  la 
mitocondria, comprobamos si existía  liberación de citocromo c hacia el citosol. 
Tal  liberación  fue observada a  las 24 horas de  tratamiento sugiriendo  también 
que  se  profujera  la  formación  de  apoptosoma,  el  cual  finalmente  activa  a  la 




de  cáncer  de  hígado  por  edelfosina  está mediada  por  la  activación  de  la  vía 

























de esta manera  las rutas de muerte en  la célula tumoral [159, 170, 224]. En  las 
líneas tumorales de cáncer de hígado se observó una activación  de la JNK desde 
tiempo  tempranos  en  el  tratamiento  con  edelfosina,  por  lo  cual  es  muy 
determinante su papel como un marcador de estrés celular, que en conjunto con 
otros  factores  como  el  aumento de  ROS determina  los  vínculos que unen  las 
señales emitidas por organelos como el RE y  la mitocondria ante el estrés que 
sufre  la  célula.  Apoyando  la  importancia  que  parece  tener  JNK  en  la muerte 
celular, se observó mediante su  inhibición con el  inhibidor especifico SP600125 
[225], preincubando antes del tratamiento con edelfosina, que la muerte celular 
se  veía  disminuida  de  manera  importante  y  significativa,  indicando  asi  la 
importancia de la activación de la JNK en los procesos apoptóticos inducidos por 
el éter lípido edelfosina.  
Resulta  interesante razonar sobre el papel que ejerce el tiempo y  la  intensidad 
de  la  fosforilación  de  la  JNK,  puesto  que  en  función  de  estos  factores  la 
respuesta  celular  puede  ser  distinta  y  contraria,  de  muerte  o  bien  de 




Contrariamente  a  JNK,  ERK  es  una  proteína que  participa  en  la  regulación  de 
procesos  de  supervivencia,  proliferación,  adhesión  y  progresión  en  el  ciclo 
celular,  entre  las más  importantes  [223]. Aunque  también  se ha descrito  que 
participa en procesos de muerte celular, relacionada con  la producción de ROS 
intracelulares  [230],  y  de  igual manera  en  procesos  apotóticos  [231].  En  las 
líneas  de  cáncer  de  hígado,  se  observó  una  gran  variación  en  el  estado  de 
activación de ERK  tras el  tratamiento  con edelfosina. Mientras que en  células 
HepG2 y PLC/PRF/5  se detectó una activación en ERK1/2, en  las células Huh7, 
que  poseían  una  activación  constitutiva  de  ERK  1/2  que  podría  sugerír  su 
participación  en  la  proliferación  de  estas  células  tumorales,  se  detectaba  una 
inhibición de la fosforilación de ERK 1/2. La inhibición bioquímica de ERK puso de 
manifiesto que papel  ejerce  la  edelfosina  sobre  la  ruta, puesto que  su  efecto 
sobre  la  activación  de  ERK  parece  no  ser  clave  en  su  acción  proapoptótica, 






disminución  significativa  en  la  muerte  celular;  en  la  línea  HepG2  hubo  una 
inhibición  sin  significancia  y  en  la  línea  Huh7  contrariamente,  se  observó  un 
aumento en el porcentaje de células apoptóticas, probablemente en este ultimo 
caso, la activación de ERK esté relacionada con procesos de muerte, puesto que 




5.6  La  acción  proapoptótica  de  la  edelfosina  y  la  vía  oncogénica 
PI3K/AKT/mTOR  
La  señalización  mitogénica  y  antiapoptótica  inapropiada  es  uno  de  los 
mecanismos  oncogénicos  más  comúnmente  encontrados  en  el  carcinoma 
hepatocelular debido a  la activación constitutiva de Akt  [232‐235]. En estudios 
llevados  a  cabo  en distintos  tipos  tumorales,  se ha descrito que  la  edelfosina 




En  la  línea  de  cáncer  de  hígado  PLC/PRF/5,  observamos  una  fosforilación 
constitutiva bastante  importante  en  los  residuos  Ser473  y  Thr308,  la  cual  fue 
disminuyendo  a  partir  de  las  9  y  15  horas  de  tratamiento  con  edelfosina 
respectivamente.  En  la  línea  HepG2  la  fosforilación  en  ambos  residuos  fue 
aumentando paulatinamente, sin embargo en el residuo Thr308 se observaron 
fluctuaciones  importantes,  puesto  que  pareciera  que  a  las  9  horas  bajara  de 
manera  dramática  incluso  podría  decirse  que  desapareciera,  y  luego  a  las  24 
horas, volvía a hacerse presente. Por último en la línea Huh7, la fosforilación en 
la Ser473, aparece hasta  tiempos muy prolongados en el  tratamiento, en este 
caso  a  las  48  horas,  y  por  el  contrario  el  residuo  Thr308  pierde  su  estado 
fosforilado casi desde el inicio del tratamiento, puesto que a las 6 horas casi dejó 
de  ser  apreciado.  Estos  resultados  en  su  conjunto  apoyan  los  datos  de 
sensibilidad al tratamiento con edelfosina que las líneas celulares presentan, y la 
relación que guarda con la fosforilación de Akt. La línea que menos sensibilidad 
presentó  a  la  edelfosina,  y  mostró  más  resistencia  desde  el  inicio  de  los 
experimentos  fue  la  línea  PLC/PRF/5,  que  mostró  niveles  elevados  en  la 
fosforilación de AKT de manera constitutiva en sus dos  residuos, mientras que 
en  las otra  líneas HepG2 y Huh7  la activación de Akt en su residuo Ser473  fue 









ésta  tiene en el desarrollo y progresión de varios  tipos de  tumores,  llevando a 
cabo ensayos de inhibición con los inhibidores Akt III, VIII y X. Se ha descrito que 
Akt  X  tiene  una    capacidad  inhibitoria  sobre  la  fosforilación  de  Akt;  esta 
inhibición  se  encuentra  relacionada  con  la  activación  de procesos  autofágicos 
[236],  en  más  estudios  se  mostró  también  que  su  capacidad  inhibitoria  no 
impidió  la  actividad  de  PI3K  y  PDK1,  dianas  superiores  en  la  ruta  de  Akt;  y 
adicionalmente  Akt  X  también  inhibe  el  crecimiento  celular  y  favorece  la 
apoptósis [237].  
En nuestros experimentos se observó que  la acción  inhibitoria por si misma del 
inhibidor específico Akt X generó apoptosis en  las  líneas  tumorales, y  también 
mostró  potenciar  el  efecto  proapoptótico  de  la  edelfosina,  esto  estaría  en 




inhibición  de  Akt  por  el  inhibidor  Akt  X  es  similar  al  de  la  edelfosina.  Los 
inhibidores Akt  III y Akt VIII, no mostraron un efecto apoptótico por si solos, ni 
interfirieron  en  la  acción  proapoptótica  de  la  edelfosina,  excepto  en  la  línea 
Huh7 donde se observó un aumento en la muerte producida por la edelfosina en 




distintas. No obstante, el hecho de que  la edelfosina  induzca apoptosis en  las 





La  hipoxia  es un  fenómeno muy  comúnmente  observado  en  tumores  sólidos. 
Debido  a  daños  en  la  función  vascular  se  genera  un  suministro  sanguíneo 
inadecuado, y en consecuencia el abastacimiento de oxígeno y nutrientes se ve 
obstaculizado por una malformación en vasos sanguíneos [238].  
Anteriormente  se mencionó  a  HIF‐1  como  el marcador más  importante  de  
hipoxia  en  la  célula.  En  procesos  patológicos  como  el  cáncer,  la  hipoxia 
intratumoral asociada con  la expresión de HIF‐1, se considera un mecanismo 
importante que participa en  la progresión  tumoral, metástasis y mortalidad de 
los  pacientes  [177].  También  se  ha  visto  que  los  tumores  hipóxicos  son 






gran medida en  la producción de radicales  libres de oxígeno para  inducir daño 
letal en DNA [239‐241].  
En este trabajo se decidió indagar si en cáncer de hígado podrían existir vínculos 




Observamos  en  ambas  líneas  un  patrón  de  expresión  gradual  de  HIF‐1  en 
función  del  tiempo  de  exposición  a  hipoxia  fisiológica,  considerando  una 
concentración constante del 1% de O2 en el ambiente. En la línea celular HeLa se 
mostró  una  inducción  en  la  expresión  de HIF‐1  a  partir  de  las  4  horas  y  se 
prolongó en el tiempo hasta  las 24 horas de exposición, donde se observó una 






y  estudiar  el  fenotipo  hipóxico  [242].  Quizas  por  el  hecho  de  que  resulta 
complejo  medir  la  hipoxia  celular,  ya  que  HIF‐1  presenta  una  elevada  
inestabilidad en el ambiente de normoxia. 
Comprobamos  si  deferoxamina,  como mimetico  de  la  hipoxia,  podía  imitar  el 
efecto de  la hipoxia  fisiológica en nuestras  líneas  celulares.  Las  células  fueron 
tratadas  con  deferoxamina,  y  tras  determinados  intervalos  de  tiempo  se 
analizaron  los  extractos  protéicos  totales.  De  igual  manera  que  en  el 
experimento  de  inducción  de  hipoxia  fisiológica,  observamos  un  incremento 
gradual en  la expresión de HIF‐1,  sin embargo parece que esta  respuesta  se 
iniciaba  a  tiempos más  tempranos  de  inducción,  puesto  que  tras  1  hora  de 
tratamiento determinamos que HIF‐1 había  sufrido  la estabilización  inducida 
por  la  hipoxia  para  ser  expresada.    Gracias  a  la  comparación  de  estos  dos 
experimentos que muestran la  inducción en  la expresión de  la proteína HIF‐1, 






la  permeabilidad  de  la  membrana  mitocondrial,  inhibiendo  la  cadena 











compuestos  anticancerosos,  como  se  ha  visto  que  ocurre  con  varios  agentes 




inducida  con  deferoxamina,  y  se  emplearon  los  fármacos  paclitaxel  y 
doxorrubicina  como  agentes  control.  En  los  resultados  obtenidos  en  la  línea 
celular HeLa observamos  significativos porcentajes de apoptosis  inducidos por 
edelfosina  y  paclitaxel  en  condiciones  de  normoxia. De  forma  interesante,  se 
observó que en condiciones de O2 al 1% (hipoxia), o tras el pretratamiento con 
deferoxamina,  el  porcentaje  de  células  apoptóticas  se  mantuvo  e  incluso 
aumento para el caso de  la edelfosina, mientras que disminuyó para  los otros 
dos fármacos paclitaxel y doxorrubicina. Estos resultados indican que la hipoxia 




Al  contrario  de  lo  detectado  en  células  HeLa,  en  la  línea  celular  HepG2  se 
manifestó una posible  resistencia  a  la  edelfosina  inducida por hipoxia, puesto 
que  en  condiciones  de  oxígeno  normales  obtuvimos  datos  elevados  en  los 
porcentajes de muerte celular, sin embargo al disminuir el porcentaje de O2, se 
detectó  una  notable  disminución  en  el  potencial  inductor  de  apoptosis 
producida por edelfosina. Al igual que ha sido descrito por otros investigadores 
las  células  pueden  volverse  resistentes  a  la  apoptosis  durante  periodos  de 
hipoxia,  se ha  visto que  células que  son  tratadas  con  inductores de apoptosis 
potentes  como  estaurosporina  fueron  menos  sensibles  en  condiciones  de 
hipoxia  que  en  estado  de  oxigenación  normal  [248].  No  obstante  el  propio 
inductor de hipoxia deferoxamina por  si mismo mostró  también  capacidad de 
inducir apoptosis en las células HepG2, por lo que probablemente el aumento en 
la  población  de  células  en  apoptosis  al  combinarlo  con  la  edelfosina  no  fué 
debido propiamente por  la acción de  la edelfosina, sino por el daño previo que 
las  células  ya  presentaban.  Resultaría  interesante  estudiar  los  procesos 
mediante  los  cuales  la  célula  genera  resistencia  al  tratamiento,  podría 
continuarse  investigando  si  existe  activación  de  proteínas  proapoptoticas  que 








citocromo  c  no  se  lleve  a  cabo  y  por  consecuencia  la  progresión  de  la  ruta 
intríseca no pueda llevarse a cabo. 
Los  resultados  opuestos  obtenido  al  estudiar  el  efecto  de  la  hipoxia  en  la 
inducción  de  apoptosis  por  edelfosina  dependiendo  del  tipo  celular,  HeLa  o 
HepG2,  indica que  la hipoxia afecta de  forma dependiente del  tipo celular a  la 
acción  proapoptótica  de  la  edelfosina,  y  podría  sugerirse  que  otros  tipos  de 





Recordando  que  el  cáncer  hepático  está  considerado  como  uno  de  los más 
recurrentes y representa una importante causa de muerte a nivel mundial, surge 
la  necesidad  de  buscar  nuevos  tratamientos  que  se  dirijan  hacia  dianas 
específicas, y hacia  las  rutas de  señalización que han  sido estudiadas en éstas 
patologías. En respuesta a esa necesidad, han surgido estudios que indican que 
los  tumores  están  mantenidos  por  una  población  especial  de  células 





de  sobrevivir y  continuar dividiéndose, y en  consecuencia el  tumor aparecería 
nuevamente con el paso del tiempo [249, 250]. Nuestro trabajo se fundamenta 
en el  inicio del estudio del cáncer hepático desde una perspectiva molecular y 
celular  para  conocer  su  capacidad  y  vulnerabilidad  a  sufrir  muerte  celular, 





















hicimos  un  screenig  para  determinar  los  porcentajes  de  cada marcador  que 
contenía la línea celular PLC/PRF/5. Se observó que se encontraban expresados 
marcadores  como  CD133  [255,  256],  CD90  [257],  EpCAM  [258],  CD24  [259], 
CD34,  CD44  [260]  en  altos  porcentajes.  Casi  el  78%  de  células  expresaba  el 
marcador  CD133+,  lo  que  nos  indicaba  que  más  marcadores  debían  ser 
utilizados  para  conseguir  discriminar  la  población  stem,  debido  a  que  la 
población  de  CSC  constituye  una  pequeña  fracción  de  células  en  tumores  y 
líneas  celulares  [256].  Mediante  la  técnica  de  sorting  separamos  una 






5.12 La edelfosina  inhibe el potencial clonogénico  in vitro de  la SP en 
agar 
El ensayo de clonogenicidad o ensayo de formación de colonias, es utilizado para 
evaluar  efectos  de  radiación,  quimioterapia,  desarrollo  y  tamizaje  de  drogas 
entre otros, existen varias  técnicas experimentales para  llevar a cabo este  tipo 
de  ensayos  utilizando  distintas  condiciones  (crecimiento  sobre  agar  blando, 
superficies  sólidas  como  placas  de  cultivo,  o  en  matrices  semisolidas  de 




día  el  crecimiento  paulatino  de  las  células,  notamos  claramente  que  el 
crecimiento  variaba  en  función  de  la  concentración  de  edelfosina  utilizada. 
Experimentamos con un amplio rango de concentraciones de edelfosina, lo que 
nos  permitió  observar  una  curva  de  inhibición  que  puso  de  manifiesto  su 
capacidad  de  inhibición  sobre  el  crecimiento  de  la  SP.  Ya  que  desde 
concentraciones tan bajas como 1 nM se registró una disminución en el número 



















fin  se  llevaron  a  cabo  ensayos  basados  en  la  identificación  de  procesos 
apoptóticos, y ayudándonos de técnicas de citometría de flujo identificamos que 
la  edelfosina  indujo  apoptosis  en  las  hepatoesferas  (SP)  de  la  línea  celular 
PLC/PRF/5. La Anexina V es un compuesto que presenta afinidad afinidad por la 
PS  (fosfatidilserina),  que  durante  procesos  de  apoptosis  se  transloca  a  la 
membrana externa de  la célula, determinando de esta manera  las poblaciones 
que presentan muerte apoptótica. Los ensayos de Anexina V mostraron que el 
porcentaje de  células en  fase de  apoptosis  tratadas  con edelfosina era mayor 
respecto  a  aquellas  esferas  sin  tratar.  Observamos  aumentos  desde  un  34% 
hasta  un  52%  de  muerte  por  apoptosis  en  concentraciones  de  10  M  de 
edelfosina,  porcentajes  que  aumentaron  de  manera  dosis‐dependiente, 
confirmando finalmente que la edelfosina presenta propiedades proapoptoticas 
sobre  la  SP.  En  otros  estudios  se  han  llevado  a  cabo  ensayos  de  screening 
exhaustivos  en  donde  han  encontrado  que  diversos  compuestos  también 
inducen procesos apoptoticos en SP de diversos tipos tumorales [262]. Aunque 
los  análisis  de  muerte  celular  no  fueron  continuados  más  allá  de  los  que 
únicamente  describimos,  estos  resultados  constituyen  la  base  para  estudios 





En  los  resultados de análisis de expresión génica  llevados a cabo,  se  identificó 
una gran cantidad de genes regulados en su expresión de manera diferencial en 
la  población  SP  aislada  de  la  línea  celular  PLC/PRF/5.  Se  llevó  a  cabo  una 
búsqueda en bases de datos de aquellos genes implicados en procesos que han 
sido descritos por otros grupos y que son clave en la biología del cáncer hepático 
[263].  Encontramos  que  genes  con  funciones  transportadoras  [183,  184]  se 









ha  visto que  existen mecanismos  de  resistencia  a  fármacos  independiente de 
transportadores como aquellos  regulados por AREG asociado con  resistencia a 
gefitinb [182], que es uno de  los genes también encontrado en nuestra lista de 
genes  regulados de manera positiva. De  acuerdo  al  análisis del microarray,  el 
gen que presento el nivel de regulación posititiva más elevado fue CFH (R. fold = 
33,72428756). El  factor H del complemento  (CFH) regula  las vías alternas de  la 
activación  del  complemento  [264]. Un  polimorfismo  de  CFH  tiene  una  fuerte 
asociación con la degeneración macular relacionada con la edad. La mutación de 
CFH  y  la  desregulación  resultante del  sistema  del  complemento  también  está 
relacionada con el síndrome urémico hemolítico atípico [265]. Aunque el papel 
de  CFH  en  el  cáncer  no  está  bien  entedido,  la  sobreexpresión  de  CFH  está 
relacionada  con  una  reducción  de  la metástasis  y/o  riesgo  de mortalidad  en 














cáncer  de  hígado,  induciendo muerte  celular  a  través  de  la  participación  de 
diversad rutas de muerte celular, incluyendo apoptosis y necrosis, dependiendo 
del tipo celular. El efecto citotóxico de edelfosina en distintas líneas celulares de 
cáncer  de  hígado  se manifiesta  a  través  de  la  inducción  de  distintas  vías  de 
señalización de muerte dependientes del tipo celular. 
2. La activación persistente de JNK, pero no la vía de señalización de ERK, parece 
jugar un papel  importante en  la  inducción de muerte celular por edelfosina en 
células de cáncer de hígado. 
3.  La  vía  intrínseca  mitocondrial  y  la  generación  de  ROS  constituyen  dos 
procesos claves en la inducción de muerte por edelfosina en células de cáncer de 
hígado, mientras  que  el  estrés  de  retículo  endoplásmico  no  parece  jugar  un 
papel importane en este proceso. 





de  nuevas  díanas  específicas  para  su  tratamiento.  El  éter‐lípido  edelfosina 
mediante su acción citotóxica en  células stem es capaz de inhibir su potencial de 
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Ma.  Eugenia  y  Sonia,  por  ser  el  recurso  emergente  ante  la  falta  de  cualquier 
cosa. A los gurús de la informática Sonia y Pablo, por su disponibilidad, y ser los 
rescatadores  de  nuestros  ordenadores, móviles,  tablets  y  demás  dispositivos 
infernales, que  jamás aprenderé a reparar por mis propios medios. A  la unidad 
de  bioinformatica,  a Diego,  por  tener  siempre  la  amabilidad  de  atenderme  y 
ayudarme a resolver los entresijos de mi trabajo. A la administración por ayudar 
en  los  trámites,  matriculas,  contratos,  proyectos,  y  demás  cosas  que  los 
científicos no entendemos. A  las amables señoras encargadas de  la  limpieza de 
nuestro centro, que sin ellas seria imposible trabajar con la comodidad de estar 
en un  laboratorio  limpito. A  las personas de  la  conserjería, por  recibirnos  con 
una sonrisa todas las mañanas al cruzar la puerta, aunque ya no estén a Lucía y a 






trabajos  que  nuestro  centro  produce,  y  sin  ustedes  todo  sería  mucho  más 
complicado. 




En mi México  lindo y querido, a mi madre muy especialmente, que ha  sido  la 
persona que más me ha  impulsado desde que  tengo uso de razón, gracias por 
estar conmigo a través de Skype cada día, estoy tan orgullosa por su valentía, su 
ánimo  de  lucha  y  de  superación  diaria,  su  energía  y  sobre  todo  por  tener 
siempre  las  palabras  exactas  que  me  hicieron  falta  en  cada  momento  de 
flaqueza. 
A mi padre que aunque no tenga vida terrenal, sí que la tiene en mi corazón y en 
mis  recuerdos  diarios,  gracias  a  él  y  a  su  empeño  y  sacrificio, me  abrió  las 
puertas  a  un  inmenso  panorama  de  posibilidades,  y  me  hizo  entender  que 
siempre  podía  llegar más  lejos,  tanto  que  crucé  el  charco!,  gracias  papá  por 
creer en mí y entrenarme para la batalla de la vida. 
A mi  hermana, mi más  extenso  agradecimiento  por  ser  siempre  tan  amorosa 
conmigo, por ser una niña ejemplar, mi compañera de vida y de  juegos,   y que 
desde pequeña ya apuntaba maneras para dedicarse a  la ciencia robándole  los 






facebook  y  whatsapp  son  herramientas  que  me  hacen  sentir  más  cerca  de 
ustedes y así la tristeza no es tanta cuando me pierdo de todas esas reuniones. 
En España, a la familia que formé gracias a David mi marido, la persona que más 
veces  me  ha  demostrado  que  las  dificultades  son  solo  oportunidades  para 

























de  experimentos,  calamidades,  chistes  y  demás  momentazos.  Siempre 
agradeceré tu apoyo y tus palabras de ánimo sobre todo en esta última etapa. 
A  Lara,  mi  compañera  de  tortura  tesistica,  gracias  eternas  siempre  por  ese 
humor  catalán, por esos momentos que hemos  reído  a  carcajadas, presas del 
agobio  y  la  frustración  experimental,  gracias  también  por  permitirme  ser  tu 
amiga, consejera, chofer, chef, cuidadora de peces y plantas, te quiero mucho!. 
A  Ximena  y Diana mis  colombianas  favoritas, muchas  gracias  por  abrirme  las 
puertas  de  su  casa  y  su  corazón  cuando  lo  necesité,  por  ser  el  hombro  que 




A  mi  país,  México.  Nunca  comprendí  porqué  existían  tantas  canciones  de 
añoranza y sentimiento mexicano, y ahora que tengo tantos años viendo desde 
fuera el panorama que cada día nos aqueja, me doy cuenta cuanto  tengo que 
agradecerle, y de  lo  importante que es amar  las  raíces y  la  tierra en  la que se 
nace.  Gracias  por  esta  beca  que  me  dio  la  oportunidad  de  aprender  cosas 
nuevas, conocer gente estupenda, y llevarme la mejor experiencia de mi vida. 
A  todas aquellas personas que pudiera olvidar y que a  lo  largo de mi vida han 
dejado su pequeña contribución, gracias por cada lección, cada enseñanza, cada 
palabra, cada mirada…. 
 
 
Y finalmente  y no por ello el menos importante, sino todo lo contrario. 
 
A quien creó todas las cosas…., que me dio fortaleza cuando estuve a punto de 
caer, con toda la humildad de mi corazón, gracias Señor!. 
